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Grâce au développement de techniques performantes, l’imagerie médicale est devenue en 
quelques décennies un outil indispensable au diagnostic médical et au suivi de l’évolution de 
pathologies, permettant une détection de plus en plus précoce des variations anatomiques, 
physiologiques et cellulaires induites par la maladie. Après la découverte de Röntgen en 
1895 sur l’utilisation des rayons X pour la radiographie, le XX
ème
 siècle a vu rapidement se 
développer différentes modalités d’imagerie, basées sur plusieurs phénomènes physiques : 
la Tomographie d’Emission de Positons (TEP) et la Tomographie par Emission 
MonoPhotonique (TEMP) dans les années 1970, toutes deux utilisant la radioactivité de 
différents éléments pour des imageries corps entier ; l’Imagerie par Résonance Magnétique 
(IRM) en 1972, basée sur les différences de vitesse de relaxation des protons des molécules 
d’eau dans le corps, permettant également une imagerie corps entier ; la microscopie de 
fluorescence pour des bioanalyses, en fort développement depuis les années 1980, et les 
recherches actuelles pour adapter cette technique à l’imagerie médicale macroscopique. 
La plupart du temps, ces modalités d’imagerie requièrent l’utilisation d’agents de 
contraste qui leur sont propres, afin de créer ou d’améliorer le contraste nécessaire à 
l’obtention d’une image de bonne résolution. Ainsi, le développement de nouveaux agents 
de contraste toujours plus performants est au cœur des travaux de nombreuses équipes de 
recherche. Cependant, malgré leur grande optimisation du point de vue de leur réponse 
dans l’imagerie souhaitée, de leur stabilité, ou encore de leur spécificité, ils restent 
dépendants des limitations inhérentes à chaque modalité d’imagerie : en effet, chacune 
possède des sensibilités, des résolutions spatiales et temporelles, bien particulières, donnant 
accès à des informations différentes. Il est fréquent en milieu hospitalier, et notamment en 
oncologie, de devoir cumuler les examens de différentes natures pour poser un diagnostic 
précis ou pour suivre correctement le patient pendant son traitement. 
La notion de « multimodalité » a ainsi fait son apparition : elle désigne l’utilisation 
simultanée de techniques d’imagerie différentes, avec généralement plusieurs agents de 
contraste, pour cumuler les avantages de chacune, tout en en limitant les inconvénients. Des 
systèmes bimodaux ont déjà été mis au point et sont d’ores-et-déjà utilisés cliniquement, 
comme le TEP-IRM : ils facilitent considérablement le travail du médecin et améliorent le 
Introduction générale 
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confort du patient. Devant ces avancées technologiques multimodales, la recherche s’est 
également orientée vers la mise au point d’agents de contraste eux-mêmes multimodaux, 
afin de limiter le nombre de produits injectés au patient pendant une telle analyse. Ces 
structures, de nature et dimensions variées selon le domaine de chimie employé, ont la 
propriété de répondre à au moins deux stimuli différents. 
C’est dans ce contexte que s’inscrivent ces travaux de recherche. Ils portent plus 
précisément sur la synthèse, la caractérisation et l’évaluation de nouvelles sondes 
organométalliques potentiellement bimodales. Deux types de structures seront abordés, 
selon la nature des métaux complexés et/ou celle des ligands organiques. 
Le premier chapitre de ce manuscrit présentera les différentes modalités d’imagerie 
d’intérêt, ainsi que les principaux agents de contraste adaptés, commerciaux ou en 
développement. Après une définition plus approfondie de la multimodalité, les structures 
bimodales existantes, et plus particulièrement hétérobimétalliques, seront détaillées. Nous 
terminerons ce chapitre par une courte présentation des apports significatifs de la chimie 
Click dans la mise au point de nouveaux composés de ce type. 
Le deuxième chapitre se concentrera sur la première structure synthétisée par chimie 
Click, à savoir un complexe hétérobimétallique à motif pyridine-triazole fonctionnalisé, 
contenant deux métaux de transition, le rhénium(I) et le technétium(I)-99m radioactif 
(émetteur gamma), pour une bimodalité fluorescence/TEMP. Ces premiers travaux 
s’inscrivent dans la continuité de ceux développés récemment au laboratoire, concernant la 
conception d’une entité hétérobimétallique contenant deux métaux, aux propriétés 
chimiques analogues. Les étapes de synthèse (et radiosynthèse) optimisées seront 
détaillées, ainsi que ses propriétés photophysiques et sa stabilité, afin de valider le potentiel 
de cette architecture hétérobimétallique en tant que sonde bimodale. 
Le troisième chapitre sera quant à lui consacré à la synthèse de deux familles de 
complexes à base d’ions lanthanides et de macrocycles de type DO3A, sur lesquels un 
chromophore synthétisé par chimie Click (pyridine-triazole ou pyridine -tétrazole) permettra 
de sensibiliser les ions Ln(III) luminescents. Dans un premier temps, seuls les complexes 
monométalliques, et donc monomodaux, seront étudiés : leurs synthèses, caractérisations et 
Introduction générale 
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propriétés photophysiques seront présentées en détail. Dans un second temps, les travaux 
préliminaires menant aux complexes hétérobimétalliques à base d’ions Ln(III) et de 
rhénium(I) seront abordés. 
 12 
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 I. L’imagerie biomédicale
I.1. Introduction 
Voir « la vie en transparence », comme l’explique une 
c’est ce qu’offre l’imagerie biomédicale.
sur différents phénomènes physiques 
résonance magnétique nucléaire,
biomédicale permet d’obtenir des «
tant être invasive, grâce à l’analyse de l’interaction des différentes formes d’énergie avec les 
tissus. Les informations collectées aident au diagnostic et au suivi médicaux, mais aussi à 
l’étude physiologique du corps humain.
Depuis plus d’un siècle ont été mises au point plusieurs modalités d’imagerie, 
des différents phénomènes physique
qu’il a découverts pour réaliser la première radiographie, celle de la main de son épouse, 
donnant un cliché désormais mondialement connu
de physique pour cette application.
Figure 1 : Radiographie de la main d'Anna Bertha Ludwig, épouse de Röntgen
Au cours du XX
ème
 siècle se sont ensuite développées les techniques d’imagerie n
cléaire basées sur l’utilisation de la radioactivité
thyroïde après la Seconde Guerre Mondiale
phie d’Emission de Positons (TEP) et la Tomographie par Emission Monophotonique (TEMP) 
dans les années 1970.
3
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exposition itinérante récente du CNRS, 
1
 Regroupant plusieurs techniques d’imagerie
– l’absorption de rayons X, la réflexion d’ultrasons, la 
 l’émission de fluorescence ou la radioactivité
 images » de l’intérieur du corps humain, sans pour a
2
  
s précités. En 1895, W.C. Röntgen 
 (figure 1). Il obtient en 1901 le prix Nobel 
 
 
 : l’imagerie nucléaire bidimensionnelle de la 
, l’imagerie tridimensionnelle avec la Tomogr
15 
 basées 
 - l’imagerie 
u-
à partir 
utilise les rayons X 
. 
u-
a-
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Entre-temps, le principe du SONAR (pour Sound Navigation And Ranging) utilisé habi-
tuellement dans la navigation marine est appliqué au corps humain avec l’imagerie par ultra-
sons ou l’échographie. 
A partir de 1972 est mise au point l’Imagerie par Résonance Magnétique : basée sur la 
différence de vitesse de relaxation des protons des molécules d’eau, elle permet d’obtenir 
un contraste entre deux tissus à teneur en eau différente. Les professeurs P. Lauterbur et P. 
Mansfield ont reçu le prix Nobel de Médecine en 2003 pour cette invention – prix contesté 
par le Pr. R.V. Damadian, inventeur du premier appareil IRM -. 
 
Figure 2
a
 : Frise chronologique de la découverte des différentes modalités d'imagerie utilisées cliniquement.
4
 
A cette liste non exhaustive de modalités d’imagerie utilisées cliniquement (figure 2), il 
convient d’ajouter les rapides avancées en imagerie optique lors de ces deux dernières dé-
cennies : même si elle est encore en développement pour l’imagerie in vivo puis-
qu’actuellement limitée au petit animal ou à l’imagerie de surface à cause du faible pouvoir 
pénétrant de la lumière dans les tissus, elle est cependant essentiellement utilisée dans le 
domaine des bioanalyses et tend vers une application d’aide à la chirurgie, en révélant au 
chirurgien les zones malades à réséquer, que son œil seul ne peut pas voir.
4,5
 
Les données obtenues sont de différentes natures : morphologiques, lorsqu’elles sont 
relatives aux forme et aspect des tissus (radiographie, tomodensitométrie, IRM…) ; fonction-
nelles, si relatives au métabolisme, aux réactions enzymatiques locales, au fonctionnement 
de zones particulières (IRM fonctionnelle – fIRM –, TEP, imagerie optique…). Les échelles 
                                                      
a
 CT = Computed Tomography / MSCT = MultiSlice CT / LN-MRI = Lymphotropic Nanoparticle-Enhanced MRI 
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atteintes sont également variées : anatomique (échelle de l’organe), cellulaire voire molécu-
laire. Cette dernière échelle est certainement la plus intéressante et source de nombreuses 
recherches récentes. En effet, à l’heure actuelle, dans le cas de cancers, les modalités 
d’imagerie conventionnelles ne détectent une masse tumorale qu’à partir d’un diamètre de 
l’ordre de quelques millimètres, correspondant à plus d’un milliard de cellules cancéreuses.
6
 
La « caractérisation et la mesure in vivo de processus biologiques à l’échelle cellulaire et mo-
léculaire »
7
 permettraient de détecter les premiers changements moléculaires induits par le 
cancer avant même qu’ils aient un impact physiologique : un traitement adapté et personna-
lisé pourrait ainsi être rapidement mis en place, offrant une chance de survie plus grande 
aux patients. 
Dans tous ces types d’imagerie, l’information est tirée du contraste obtenu, et ce quel 
que soit le phénomène physique qui en est à l’origine. Ce contraste peut être exo- et/ou en-
dogène, selon qu’il nécessite ou non, respectivement, un agent de contraste.
2
 L’utilisation 
des rayons X, par exemple, est basée sur un contraste endogène, uniquement dû à la diffé-
rence de densité des tissus, arrêtant plus ou moins les rayons : les os sont ainsi clairement 
distingués, les tissus mous, indifférenciés, apparaissant en noir. A l’inverse, les imageries 
nucléaires comme la TEP et la TEMP nécessitent l’utilisation d’un agent de contraste radioac-
tif pour obtenir une image : le contraste est artificiel et correspond à un « allumage » de cer-
taines zones au détriment d’autres où l’agent ne s’est pas accumulé. 
Dans la suite de ce chapitre, seules trois techniques utilisant ou pouvant avoir recours 
aux agents de contraste seront présentées : l’IRM, l’imagerie nucléaire TEP et TEMP, et 
l’imagerie optique basée sur la fluorescence. Au vu de la grande diversité structurale existant 
au sein de ces agents, seuls les agents moléculaires – « small molecules » - seront dévelop-
pés, et plus particulièrement les complexes organométalliques
b
. Les autres types d’agents, 
non métalliques ou macromoléculaires (agrégats de type quantum dots, nanoparticules…), 
ne seront pas abordés et des revues seront proposées au lecteur s’il souhaite avoir de plus 
amples informations. 
                                                      
b
 Par complexe organométallique, nous entendrons dans ce manuscrit tout composé constitué d’un ligand or-
ganique et d’un cation métallique, appartenant soit aux éléments de transition, soit aux lanthanides, et ce 
même en l’absence d’une liaison covalente C-M avérée. 
Chapitre I 
18 
 
L’objectif de cette partie est de poser les pré-requis nécessaires pour mieux appréhender 
le concept de multimodalité, concept qui sera largement développé dans un second temps. 
Nous avons donc pris ici le parti de présenter succinctement les fondements de chaque tech-
nique d’imagerie considérée, les caractéristiques que doivent avoir les agents de contraste 
vis-à-vis d’une technique donnée, ainsi que quelques exemples significatifs de sondes orga-
nométalliques développées en recherche et/ou commercialisées. 
I.2. L’Imagerie par Résonance Magnétique 
Cette première technique, basée sur le phénomène physique de résonance magnétique nu-
cléaire (RMN) des protons de l’eau, permet d’obtenir une image tridimensionnelle contras-
tée selon la répartition des molécules d’eau dans le corps du patient, donnant des informa-
tions morphologiques à l’échelle anatomique. Le contraste peut ici être endogène ou exo-
gène (figure 3). En effet, la simple différence de concentration en eau entre deux tissus peut 
suffire à obtenir un contraste satisfaisant sans ajout d’agent de contraste. Cependant, dans 
certaines séquences menant à des informations particulières, l’IRM peut en avoir besoin, 
comme souligné dans l’exemple ci-dessous. 
 
Figure 3 : IRM d'un patient avec une tumeur au cerveau avant (haut) et après (bas) injection d'agent de con-
traste Magnevist®. La masse légèrement opaque sans agent est clairement définie avec : il permet ici de 
détecter les zones où la barrière hémato-encéphalique est altérée.
8
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I.2.1. Principe de l’IRM 
Lorsqu’un patient est placé dans un appareil IRM, il est soumis à un champ magnétique B0 
constant, en général de 0,5 à 3 Tesla (quelques rares aimants à 7 T peuvent être utilisés pour 
des applications bien spécifiques). Les spins des protons des molécules d’eau corporelles 
s’alignent alors tous dans la direction de B0 (axe Oz), créant une aimantation globale M. Une 
radiofréquence B1, perpendiculaire à B0 (axe Ox), est ensuite brièvement appliquée : M bas-
cule de 90° dans le plan Oxy et revient par un mouvement de précession à sa position initiale 
à la fin de l’impulsion B1. Ce mouvement de précession crée une composante longitudinale 
Mz et une composante transversale Mxy variables. Une bobine de détection placée sur l’axe 
(Oy) permet d’enregistrer les variations de l’aimantation Mxy ou FID (Free Induction Decay) 
jusqu’à ce qu’elle redevienne nulle. Ce retour à l’équilibre de l’aimantation M se fait avec un 
temps de relaxation longitudinale T1 pour la composante Mz et un temps de relaxation 
transversale T2 pour la composante Mxy (figure 4).
9
  
 
Figure 4 : Changement d'aimantation M de protons soumis à une impulsion radiofréquence B1 dans un 
champ constant B0 et retour à l'équilibre. 
Après traitement des FID, l’intensité obtenue dans une unité de volume donnée dépend 
de la sensibilité du noyau, de sa concentration et des temps de relaxation T1 et T2. Une forte 
intensité est représentée en blanc, une faible en noir, créant un contraste. Il est ainsi pos-
sible de distinguer un tissu sain d’un tissu lésé par exemple, grâce aux propriétés différentes 
de leurs molécules d’eau, avec une résolution pouvant aller jusqu’à 50 µm. Le contraste ob-
tenu étant faible, une accumulation des séquences après un temps de recyclage tr et un 
temps d’attente te est nécessaire. Selon que ces temps tr et te sont courts ou longs, on parle 
alors d’image pondérée respectivement selon T1 ou T2. 
M
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Cependant, il n’est pas toujours possible d’atteindre une sensibilité suffisante pour 
l’analyse souhaitée. Le recours à des agents de contraste paramagnétiques, ou contrasto-
phores, est ainsi nécessaire dans au moins 30 % des cas : là où ils s’accumulent, et grâce à 
leur moment magnétique, ils peuvent localement modifier les T1 et T2 des protons de l’eau 
des tissus et augmenter le contraste entre tissu malade et tissu sain.
10
 
I.2.2. Effets des agents de contraste en IRM 
Les agents de contraste utilisés en IRM diminuent T1 et/ou T2, augmentant ainsi les vitesses 
de relaxation 1/T1 et 1/T2 correspondantes. Leur efficacité est évaluée à travers le paramètre 
de relaxivité ri (i = 1, 2), exprimée en mM
-1
.s
-1
, et qui correspond à l’augmentation parama-
gnétique de vitesse de relaxation 1/Ti (i = 1, 2) des protons de l’eau résultant de l’ajout d’un 
millimolaire d’agent.
10
 La vitesse de relaxation observée (1/Ti)obs peut alors s’écrire comme la 
somme des contributions diamagnétique et paramagnétique : 
 1
	  1

  1
 avec  1
	       i 	 1, 2  Equation I.1 
Les agents dont le rapport r2/r1 est de 1 à 2 sont des agents de type T1, alors qu’un rap-
port supérieur à 10 correspond à un agent de type T2. Un agent T1 est dit positif car il aug-
mente l’intensité (« plus clair »), alors qu’un agent T2 est appelé négatif (« plus sombre »). 
L’agent T1 permet également de diminuer le délai entre deux séquences et donc le temps 
d’acquisition. 
Les agents T2 sont minoritaires à l’heure actuelle. Ce sont principalement des nanoparti-
cules de fer, que nous ne développerons pas ici. Pour plus d’informations, le lecteur peut se 
référer à la revue de Tremel, parue en 2011.
11
 Les agents T1 sont quant à eux majoritaire-
ment utilisés. Ce sont pour la plupart des complexes de gadolinium(III), que nous allons dé-
tailler dans la partie suivante. 
I.2.3. Les complexes de Gd(III) en tant qu’agents de contraste de type T1 
Le gadolinium fait partie de la famille des lanthanides dont nous parlerons plus précisément 
dans le chapitre III. Sous forme d’ion Gd(III), ses sept électrons non appariés lui confèrent un 
moment magnétique élevé lorsqu’il est soumis à un champ magnétique. En comparaison des 
autres ions Ln(III) paramagnétiques, le Gd(III) possède en plus un temps de relaxation élec-
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tronique relativement long (T1e > 10
-9
 s). Ces caractéristiques permettent un couplage dipo-
laire efficace entre le moment magnétique de Gd(III) et celui des protons l’environnant, en-
gendrant une augmentation de la vitesse de relaxation de ces derniers. 
Cependant, ce métal est toxique aux doses nécessaires à l’IRM (0,1 à 1 mM) et ne peut-
être utilisé tel quel : il doit être complexé à un chélatant organique, de manière à former un 
complexe hydrosoluble possédant plusieurs caractéristiques importantes.
12
 Il doit tout 
d’abord présenter une stabilité cinétique et thermodynamique in vivo élevée, s’assurant une 
décomplexation très lente et une libération minimale de Gd(III) dans l’organisme. Le com-
plexe doit enfin être inerte vis-à-vis des réactions d’échanges possibles in vivo : les échanges 
avec des ions endogènes (Ca(II), Zn(II), Cu(II)…) ou les transchélations avec des ligands du 
milieu biologique (acides aminés, groupements carbonate, phosphate…) sont à éviter.  
Pour qu’un complexe de Gd(III) soit utilisable en IRM, il doit présenter au moins un site 
de coordination vacant sur les neuf dont dispose le Gd(III), afin qu’au moins une molécule 
d’eau s’y insère. En effet, lors d’une séquence IRM, au voisinage du complexe gadolinié, trois 
processus de relaxation des protons des molécules d’eau interviennent, selon que ses molé-
cules sont directement liées au Gd(III) (1
ère
 sphère de coordination ou inner-sphere IS), sont 
liées par liaison hydrogène au complexe (2
ème
 sphère de coordination ou second-sphere SS) 
ou sont dans l’environnement proche (sphère externe ou outer-sphere OS) (figure 5).
8
 Le 
transfert de l’information paramagnétique n’est correctement assuré que si une molécule 
d’eau occupe la 1
ère
 sphère de coordination et s’échange avec la sphère externe après un 
temps de résidence τm. L’augmentation paramagnétique de relaxation est alors la somme 
des contributions de chaque sphère (Equation I.2). 
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Figure 5 : Représentation schématique d'un complexe de 
Gd(III) et des molécules d'eau des différentes sphères envi-
ronnantes.
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 1
	  1

  1

  1

 
Avec i = 1, 2                                 Equation I.2 
Les contributions de ces sphères sont fonction notamment des paramètres q, nombre 
de molécules d’eau dans la première sphère de coordination, τm défini plus haut et τr, temps 
de corrélation rotationnelle du complexe. Ces différents paramètres ainsi que les relations 
mathématiques de Solomon-Bloembergen-Morgan définissant l’implication de chaque 
sphère ne seront pas développées davantage. S’il le souhaite, le lecteur pourra consulter la 
référence n°10 ainsi que la revue de Lothar Helm de 2010 pour plus de détails.
14
 
A l’heure actuelle, les structures commercialisées dérivent toutes de deux types de 
structures chélatantes : l’acide diéthylènetriaminepentaacétique (DTPA) linéaire et l’acide 
cyclododécanetétraacétique (DOTA ou acide 1,4,7,10-tétraazacyclododecane-1,4,7,10-
tétraacétique) macrocyclique. Les complexes de Gd(III) correspondants ont été les premiers 
commercialisés dans les années 1980, sous les noms respectifs de Magnevist® et Dotarem®, 
et sont encore utilisés actuellement (figure 6).  
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[Gd(DTPA)(H2O)]
2-
, r1 = 3,3 mM
-1
.s
-1
 
Magnevist® (Schering-Plough) 
[Gd(DOTA)(H2O)]
-
, r1 = 2,9 mM
-1
.s
-1
 
Dotarem® (Guerbet) 
Figure 6 : Structure, formule et relaxivité à 37°C et 1,5 T du Magnevist® et du Dotarem®. 
Depuis, de nombreux dérivés ont été synthétisés afin, notamment, d’améliorer la relaxi-
vité du composé, et plusieurs ont été mis sur le marché (Omniscan®, Gadovist®… voir An-
nexe V.1 p. 89 pour les structures et les relaxivités des composés commerciaux actuels). Il 
est important de noter que les études menées jusqu’ici tendent à montrer une plus grande 
stabilité in vivo du complexe macrocyclique vis-à-vis du complexe acyclique.
10
 Cependant, il 
convient de dissocier stabilités thermodynamique et cinétique, et de les étudier au cas par 
cas car cette tendance ne s’applique pas toujours.
10
 
Les substituants présents actuellement sur les différents complexes de Gd(III) leur don-
nent des propriétés de lipophilie (groupements aromatiques) et de polarité (groupements 
chargés) variées, mais les relaxivités obtenues sont comprises entre 2,9 et 5,2 mM
-1
.s
-1
, avec 
une seule molécule d’eau dans la sphère de coordination de l’ion lanthanide.
15
 Pour ré-
pondre aux besoins croissants d’imagerie plus sélective et plus sensible, ces valeurs ne suffi-
sent pas. 
I.2.4. Vers des complexes de Gd(III) plus performants en IRM 
Aux fréquences utilisées dans les tomographes commerciaux (de 20 à 63 MHz, soit de 
0,5 à 1,5 T), le facteur prépondérant dans la relaxivité observée de l’agent de contraste est 
τr. Ce paramètre étant directement lié à la taille du composé, en l’augmentant est attendue 
une augmentation de r1.
16
 C’est ce qui se produit avec Ablavar® (anciennement Vasovist®) de 
Lantheus Medical Imaging. Ce complexe de Gd(III) possède un groupement lipophile greffé 
sur la chaîne carbonée du DTPA. Bien que n’étant que de 5,2 mM
-1
.s
-1
 à 37°C et sous 1,5 T in 
vitro, sa relaxivité passe à 37,2 mM
-1
.s
-1
 in vivo avec les mêmes paramètres, grâce à son inte-
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raction avec la HSA (Human Serum Albumine), qui offre également un plus long temps de 
résidence dans la circulation sanguine et permet l’utilisation d’Ablavar® pour l’angiographie 
par résonance magnétique (figure 7). 
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Figure 7 : Structure d’Ablavar® (gauche) et angiographie par résonance magnétique après injection d'Ablavar 
chez une patiente atteinte de varices profondes incurables (droite). Les artères, le système veineux superfi-
ciel et profond sont bien visibles.
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L’optimisation du nombre de molécules d’eau dans la première sphère de coordination, 
q, est également une piste envisagée dans l’amélioration de la relaxivité des complexes de 
Gd(III), mais elle est plus problématique. En effet, il s’agit d’augmenter le nombre de molé-
cules d’eau sans pour autant rendre le complexe formé moins stable in vivo, aussi bien sur 
les plans cinétique et thermodynamique que sur le risque augmenté de déplacement des 
molécules d’eau par des protéines environnantes. Citons les travaux de Raymond et Aime, 
qui ont développé un complexe hexadente Gd(III)-TREN-Me-3,2-HOPO
c
, dont les deux molé-
cules d’eau coordinantes, protégées par l’arrangement moléculaire, ne sont pas facilement 
déplacées par des ligands extérieurs (log β(GdL) = 20,3).
18,19
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Figure 8 : Structure de Gd-HOPO 
18,19 
                                                      
c
 TREN-Me-3,2-HOPO = tris[(3-hydroxy-1-methyl-2-oxo-1,2-didehydropyridine-4-carboxamido)ethyl]amine 
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Bien qu’il soit encore de petite taille, et donc à τr limité, la relaxivité in vitro de Gd-HOPO 
est de 9,0 mM
-1
.s
-1
 à 20 MHz et 25°C, contre 4,7 mM
-1
.s
-1
 dans les mêmes conditions pour 
Magnevist® et Dotarem®. 
Enfin, des organisations plus volumineuses, à la frontière entre small molecules et ma-
cromolécules, sont aussi rencontrées dans la littérature. Toth présente une métallostar
d
 hé-
térométallique, composée d’un cœur Fe(II) chélaté par trois motifs 2,2’-bipyridine portant 
chacun deux complexes polyaminocarboxylates Gd(III)-TTAHA
e
, comme le montre la figure 
9.
20
 Cette structure présente plusieurs avantages allant dans le sens d’une relaxivité élevée 
puisqu’elle atteint 33,6 mM
-1
.s
-1
 à 40 MHz et 25°C
16
 : la densité locale en Gd(III) est plus 
grande que dans le cas d’un complexe simple ; son τr est élevé, de par sa taille importante et 
sa flexibilité réduite ; son q est égal à 2 pour chaque ion Gd(III), avec une très bonne stabilité 
thermodynamique des complexes.
20
 
 
 
Figure 9 : Métallostar de type [Fe{Gd2L(H2O)4}3]
4-
 où L=4,4’-TTAHA-bipyridine et comparaison du contraste 
obtenu chez la souris après injection de Dotarem® (haut, 0,1 mmol/kg) et de métallostar (bas, 0,05 
mmol/kg), montrant un contraste quatre fois supérieur pour la métallostar.
14
 
                                                      
d
 Métallostar : se dit de l’organisation de complexes métalliques en étoile autour d’un complexe central. 
e
 TTAHA = (N-Tris(2-aminoethyl)Amine-N’,N’,N’’,N’’,N’’’,N’’’-HexaAcetate 
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I.3. L’imagerie nucléaire 
Cette deuxième modalité d’imagerie repose sur la radioactivité artificielle apportée par un 
agent de contraste radioactif injecté. Elle permet d’obtenir une image tridimensionnelle con-
trastée de la distribution de la radioactivité dans l’organisme, après collecte des photons 
gamma émis localement par l’agent, réparti de manière uniforme ou sélective. C’est donc 
une imagerie d’émission à contraste purement exogène. Très sensible, elle donne des infor-
mations fonctionnelles à une échelle cellulaire voire moléculaire. 
  
Figure 10 : Images obtenues en TEP (à gauche, corps entier) et en TEMP (à droite, cerveau épileptique) 
L’imagerie nucléaire est utilisée dans le diagnostic de trois grands types de maladies : les 
cancers, les maladies cardiovasculaires et les désordres neurologiques comme la maladie 
d’Alzheimer.
21
 Pour ce faire, deux techniques différentes existent : la Tomographie par Emis-
sion MonoPhotonique (TEMP) et la Tomographie d’Emission de Positons (TEP) que nous al-
lons aborder dans la partie qui suit. 
I.3.1. TEMP, TEP et radiopharmaceutiques 
Comme son nom l’indique, la TEMP nécessite des éléments radioactifs émetteurs de pho-
tons γ d’énergie variable comprise entre 100 et 400 keV. Ce sont en général des radioiso-
topes comme 
123
I, 
131
I, 
111
In mais surtout 
99m
Tc (m pour métastable) utilisé dans 70 à 80 % 
des analyses TEMP dans le monde (Cf. Annexe V.2. p. 91).
22
 Rapidement après l’injection 
chez le patient d’un ou plusieurs radioisotopes (à photons d’énergie différente), les photons 
γ qu’ils émettent sont détectés et collectés sous différents angles par le scintillateur d’une 
caméra γ mobile autour du patient : l’amplification du signal par un photomultiplicateur 
permet enfin la construction d’une image en trois dimensions du patient (figure 11). 
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Figure 11 : Schéma du fonctionnement de l'imagerie TEMP, équation d’émission du photon γ et éléments 
radioactifs les plus rencontrés en TEMP.
23
 Le radioisotope émet des photons d'énergie variable, détectés en 
externe par une caméra γ mobile autour du patient.
22
 
La TEP, quant à elle, a recours à des émetteurs de positons β
+
. On retrouve le plus sou-
vent le 
11
C, le 
68
Ga mais surtout le 
18
F, très utilisé avec le fluoro-désoxyglucose (FDG) (Cf. 
Annexe V.2. p. 91). Ces positons pénétrants sont annihilés lorsqu’ils rencontrent un électron, 
libérant simultanément deux photons γ de sens opposé et d’énergie identique (511 keV). Ces 
photons sont ensuite détectés en coïncidence par un système de caméras γ diamétralement 
opposées, pivotantes autour du patient, afin de reconstruire une image tridimensionnelle 
(figure 12). Cette particularité de la TEP lui confère une meilleure résolution que la TEMP (2-
4 mm contre 6-8 mm) ainsi qu’une meilleure sensibilité de l’ordre de la picomole d’agent. 
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11
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Figure 12 : Schéma du fonctionnement de l'imagerie TEP, loi de désintégration suivie (e
+
 = positon, νe = neu-
trino) et principaux radioisotopes utilisés en TEP.
22
 Le radioisotope émet deux photons d'énergie fixée, dé-
tectés en coïncidence par deux caméras γ diamétralement opposées, mobiles autour du patient.
22
 
Dans tous les cas, les radioisotopes sont choisis suivant des critères répondant aux be-
soins médicaux. Tout d’abord, leur demi-vie radioactive doit être suffisante pour permettre 
la préparation de l’agent de contraste à injecter, mais ne doit pas être trop longue de ma-
nière à éviter aux patients des irradiations trop étendues. Le 
99m
Tc a par exemple une demi-
vie très adaptée, de 6,02 heures ; celle du 
18
F est plus courte mais suffisante, puisqu’elle est 
de 1,83 heure. Cette caractéristique implique également que le lieu de production du radio-
nucléide soit proche de son lieu d’utilisation, sachant que cette production est assurée soit 
par un réacteur nucléaire (
131
I), soit par un générateur (
99m
Tc), soit par un cyclotron (
18
F), 
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répartis à travers le monde.
24,25
 Selon les régions, le choix du radioisotope se fait ainsi aussi 
selon sa disponibilité. Il ne faut pas non plus négliger le coût de production de cette espèce 
radioactive : il est par exemple moins coûteux de produire du 
99m
Tc que du 
18
F, rendant la 
TEMP souvent plus pratique que la TEP. Enfin, l’isotope de décroissance issu de la désinté-
gration du radioélément doit être stable, non radioactif. La seule exception concerne le 
technétium-99m, dont l’isotope-fils, le technétium-99g (g pour ground) est émetteur β
-
. Ce-
pendant, au vu de sa période radioactive (T1/2 ≈ 10
5
 ans) et de sa faible énergie (0,292 MeV), 
il est considéré comme stable à l’échelle de temps humaine. 
Que ce soit en TEMP ou en TEP, les radioisotopes répondant le mieux aux critères préci-
tés sont rarement injectés tels quels. Ils sont incorporés et/ou vectorisés la plupart du temps 
par des molécules organiques, l’ensemble formant des radiopharmaceutiques. Selon la défi-
nition officielle de l’article L5121-1 du Code de la Santé Publique, un radiopharmaceutique 
est « tout médicament qui, lorsqu'il est prêt à l'emploi, contient un ou plusieurs isotopes ra-
dioactifs, dénommés radionucléides, incorporés à des fins médicales ». A noter que les sels 
de Na
123/131
I, de 
111
InCl3 et de Na
18
F sont également considérés comme des radiopharmaceu-
tiques. Le nom de radiotraceurs est également rencontré dans la littérature, désignant des 
substances radioactives connues et utilisées auparavant sous leur forme non radioactive, 
comme un médicament connu pouvant être radiomarqué : on peut à proprement parler de 
traceurs car il est possible de les suivre « à la trace », les doses utilisées étant très faibles en 
imagerie.
26
 
Deux grands types de radiopharmaceutiques existent et sont développés en recherche 
et/ou commercialisés à l’heure actuelle. Il y a tout d’abord les radiopharmaceutiques non 
spécifiques d’une cible particulière. La deuxième catégorie est, assez logiquement, celle des 
radiopharmaceutiques spécifiques, ciblant notamment une enzyme ou une autre protéine. 
Ces deux natures sont abordées successivement dans la suite de ce chapitre. 
I.3.2. Radiopharmaceutiques non spécifiques 
Au mois de juin 2013, quarante-cinq radiopharmaceutiques sont approuvés par la Food & 
Drug Association (FDA), toutes techniques d’imagerie confondues.
27
 Parmi eux, une tren-
taine ne sont pas spécifiques d’une cible particulière et peuvent être utilisés dans plusieurs 
applications. Ces composés appelés « metal essentials » ou radiotraceurs du débit sanguin 
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sont en quasi-totalité à base de technétium, comme le TechneScan-MAG3® de Mallinckrodt, 
le Cardiolite® de Lantheus Medical Imaging, le Myoview® et le Ceretec® de GE Healthcare, 
ou le « simple » sel Na
99m
TcO4 utilisé directement pour l’imagerie de la thyroïde (figure 13). 
Leurs biodistributions dans l’organisme dépendent des caractéristiques du radiocomplexe 
telle que la charge, la taille, la lipophilie… Ils sont utilisés avec succès dans la détermination 
des dysfonctionnements d’organes sains (TechneScan-MAG3® pour les reins, Ceretec® pour 
le cerveau…) et on considère à l’heure actuelle que la médecine nucléaire dispose en 
moyenne d’un radiopharmaceutique par organe. 
 
Figure 13 : Structures de quelques complexes commercialisés de 
99m
Tc non spécifiques (a) [
99m
TcO(MAG3)]
-
 
(TechneScan-MAG3®, Mallinckrodt) ; (b) [
99m
TcO2(tetrofosmine)2]
+
 (Myoview®, GE Healthcare) ; (c) 
[
99m
TcO(HMPAO)]  (Ceretec®, GE Healthcare) ; (d) [
99m
Tc-sestamibi]
+
 (Cardiolite®, Lantheus Medical Imaging). 
Les autres radiopharmaceutiques non spécifiques sont pour la plupart des sels radioac-
tifs comme Na
18
F, 
111
InCl3, Na
123/131
I, ou plus rarement 
223
RaCl2, 
82
RuCl2, 
89
SrCl2. Sont aussi 
rencontrés des agents où le DTPA chélate de l’
111
In ou du 
99m
Tc. Le 
18
F-FDG n’est pas spéci-
fique non plus : il est utilisé pour la localisation de tumeurs à forte consommation de glu-
cose, mais aussi pour une imagerie de zones cérébrales lésées ou touchées par des maladies 
neurologiques, ou encore certaines mesures cardiaques.
26 
NB : Nous distinguons bien ici les notions de sélectivité et de spécificité. Un agent peut être 
sélectif sans être spécifique, c’est le cas pour le 
18
F-FDG. Une fois injecté chez le patient, il ira 
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en effet sélectivement vers des zones consommatrices de glucose, mais il ne se dirigera pas 
spécifiquement vers un type de cellule précis. La spécificité n’intervient que lorsqu’un com-
posé n’atteint qu’une seule cible (un folate atteignant un récepteur à folate, un anticorps 
visant un antigène…). 
Les applications de ce type de radiopharmaceutiques sont, par conséquent, assez géné-
rales. Pour une utilisation en diagnostic plus pointu, une détection de cellules, de protéines 
ou de phénomènes plus spécifiques à une maladie, la mise au point de radiopharmaceu-
tiques spécifiques est nécessaire. 
I.3.3. Radiopharmaceutiques spécifiques 
Ces radiopharmaceutiques sont vectorisés, à l’aide d’une hormone, d’un peptide ou d’un 
anticorps par exemple, de manière à les amener à un site spécifique, une cible caractéris-
tique d’une maladie. Parmi les quatorze radiopharmaceutiques ciblant approuvés par la FDA, 
deux types se distinguent : les composés organiques marqués et les complexes organométal-
liques à base de métal radioactif. Les premiers nécessitent l’utilisation de synthèses com-
plexes permettant d’intégrer de manière covalente les éléments radioactifs (
123/131
I, 
18
F, 
13
N, 
11
C…) tout en tenant compte de leur demi-vie courte. Ainsi, dans cette liste de la FDA, seul 
l’Amyvid® à base de 
18
F (florbetapir mis au point par Eli Lilly, ciblant les plaques amyloïdes 
dans la maladie d’Alzheimer) entre dans cette catégorie. 
La grande partie des radiopharmaceutiques spécifiques sont par conséquent des com-
plexes organométalliques bioconjugués, soit par une approche « intégrée », soit via 
l’utilisation de chélatant bifonctionnel (BFC en anglais pour BiFunctional Chelator).
22,28
 
L’approche intégrée consiste à introduire un ion métallique dans une molécule ciblante exis-
tante, en modifiant le moins possible sa structure de sorte qu’elle restera toujours reconnue 
par la cible. C’est le cas par exemple de radiomarquage d’anticorps monoclonaux, comme le 
CEA-Scan® (
99m
Tc-Arcitumomab, par Immunomedics) pour l’imagerie du cancer colo-rectal. 
Les BFC utilisés dans la seconde approche sont composés d’une fonction chélatante ac-
cueillant l’ion métallique radioactif et d’une fonction de couplage permettant de lier 
l’ensemble à une biomolécule, via généralement un linker (figure 14). 
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Figure 14 : Schéma général de la production de radiopharmaceutiques spécifiques à l’aide d’un BFC.
22 
De par la complexité de ces structures alliant matériel biologique, chimique et nucléaire, 
de nombreuses combinaisons ont été développées. Ainsi, des anticorps monoclonaux, pep-
tides et autres haptènes ont été utilisés comme biovecteur. Le linker peut se limiter à une 
fonction de couplage entre la biomolécule et le BFC, ou être couplé à un espaceur permet-
tant ainsi d’éloigner le BFC (et plus exactement le radiocomplexe BFC-M*) de la biomolécule 
afin de minimiser la gêne stérique que pourrait causer le premier envers la seconde entité 
mais aussi souvent d’améliorer la solubilité de l’ensemble. Enfin, de nombreux BFC ont été 
proposés, leur nature dépendant de la fonction de couplage présente sur le vecteur ainsi 
que du type de radioélément à complexer. Plutôt que de donner une liste non exhaustive 
des multiples combinaisons existantes, rapportées récemment dans la littérature,
29,30,31,32,33
 
quelques exemples de BFC caractéristiques ainsi qu’un exemple de radiopharmaceutique 
commercialisé seront présentés ci-après. 
N N
NN
COOH
COOH
COOH
HOOC
X
Acides polyaminocarboxyliques
X = CO-, N- ou C-fonctionnalisation
Ions complexés : 64Cu(II), 111In(III), 68Ga(III)...
N
N N
COOH COOH COOHHOOC
COOH
NxSy ou NxOy
N N
N
SH HS
N
N
H
N
H
X
Ions complexés : 64Cu(II), 68Ga(III)...
N N
OH HO
COOH HOOC
X
SAAC = Single Amino Acid Chelate
HO O
H2N
R
R
n
R = COOH, pyridine, quinoline
Ions complexés : 188Re(I), 99mTc(I)
Sarcophagines
NH
NH
N
N
H
HN
H
HN
X
Y
Ion complexé : 64Cu(II)
X
 
Figure 15 : BFC caractéristiques utilisés en médecine nucléaire (X, Y = fonction de couplage ou biomolécule). 
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C’est en utilisant l’approche BFC qu’a été mis au point un radiopharmaceutique com-
mercial connu : l’Octréoscan® chez Mallinckrodt, un complexe d’
111
In-pentétréotide, ana-
logue synthétique de la somatostatine, ciblant les récepteurs de cette molécule surexprimés 
dans de nombreuses tumeurs gastro-entéro-pancréatiques (figure 16). L’indium-111 (émet-
teur γ, T1/2 = 2,8 j) est couplé au peptide cyclique via une molécule de DTPA CO-
fonctionnalisée, c’est-à-dire qu’une fonction carboxylique du DTPA est utilisée comme fonc-
tion de couplage afin de former une liaison amide avec l’amine N-terminale du peptide. 
 
Figure 16 : Structure du 
111
In-DTPA-Octréotide (Octréoscan).
28 
La majorité des BFC utilisés dans la conception de radiopharmaceutiques seront rappor-
tés en annexe V.3. page 92. Il est également à noter que différents BFC seront introduits 
ultérieurement, dans la partie II liée à la multimodalité. 
I.4. L’imagerie optique de fluorescence : de la microscopie de fluorescence à 
l’imagerie médicale 
Comme le décrivent P.L Choyke et H. Kobayashi, l’imagerie optique de fluorescence, est « à 
la fois une ancienne et une nouvelle science ».
5
 L’existence de molécules capables 
d’absorber de l’énergie lumineuse à une longueur d’onde donnée et de la restituer sous 
forme de radiation lumineuse de plus faible énergie, donc à une longueur d’onde plus 
grande, est en effet connue depuis longtemps.  
Cette troisième et dernière modalité d’imagerie présentée ici, est celle qui est la moins 
utilisée dans le domaine de l’imagerie médicale, mais qui reste l’une des plus performantes 
dans le domaine des bioanalyses. Cette modalité d’imagerie, non ionisante, caractérisée par 
une sensibilité et une résolution élevées, repose donc sur l’émission de fluorescence de mo-
lécules après excitation lumineuse afin d’observer une image à l’œil nu ou reconstruite par 
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ordinateur (figure 17). La molécule fluorescente, ou fluorophore, peut être intrinsèque au 
milieu observé (contraste endogène) ou injectée volontairement (contraste exogène). 
  
Figure 17 : A droite, cellules épithéliales en microscopie de fluorescence. L'appareil de Golgi (vert/jaune) près 
du centre du réseau de microtubules (rouge) est bien visible à proximité de chaque noyau (bleu/violet) (cré-
dit J. Simpson/EMBL). A gauche, image d’une souris après injection simultanée de cinq fluorophores diffé-
rents sur les voies de drainage lymphatique.
34
 
Par souci de concision, et pour cibler notre projet, nous n’aborderons ici que les 
techniques d’imagerie de fluorescence pouvant recourir à des sondes fluorescentes extrin-
sèques. Ces techniques d’imagerie, qu’elles soient à l’échelle micro- ou macroscopique, peu-
vent utiliser deux modes différents de collecte des photons émis. Il s’agit soit d’une collecte 
par réflexion, où l’excitation lumineuse et l’émission de fluorescence se font d’un même côté 
de l’objet étudié, soit par transillumination, où l’émission de fluorescence est enregistrée 
après propagation dans l’objet (figure 18).
35
  
 
Figure 18 : Schéma des deux modes de collecte de données de fluorescence. A gauche, collecte par réflexion ; 
à droite, collecte par transillumination. (Input = rayon incident ; output = rayon émis)
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I.4.1. Imagerie de fluorescence par réflexion 
Historiquement, les analyses de fluorescence se sont faites en premier par réflexion. En 
effet, depuis le début du XX
ème
 siècle, des structures sont observées en surface et des pro-
cessus biologiques sont quantifiés in vitro au niveau cellulaire, par microscopie de fluores-
cence grâce à des microscopes à champ large d’abord, puis confocaux et multiphotoniques, 
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la plupart du temps couplés à une caméra CCD
f
.
4
 C’est d’ailleurs encore aujourd’hui en mi-
croscopie que la fluorescence est la plus utilisée, après le domaine des bioanalyses en solu-
tion. Très sensible, elle permet in vitro la détection, le suivi et le dosage d’espèces, comme 
des ions métalliques ou des anticorps spécifiques d’une cible. Des protéines fluorescentes 
comme la GFP
g
 sont utilisées en tant que rapporteurs pour des études protéomiques et gé-
nomiques en biologie cellulaire : pour cette application, O. Shimomura, M. Chalfie et R. Tsien 
ont d’ailleurs reçu le Prix Nobel de Chimie en 2008. 
En parallèle, des études in vivo par réflexion sur petit animal sont désormais possibles. 
Plusieurs types d’expériences sur souris sont directement réalisables sur la platine d’un mi-
croscope pour une approche directe (stéréo-imagerie de fluorescence) ou sur celle d’un ma-
croscope à objectifs plus forts pour une observation intravitale, avec une fenêtre ouverte sur 
un organe visé qui supprime la barrière physique de la peau.
36
 Cette imagerie par réflexion 
de fluorescence à l’aide d’une caméra CCD est également adaptable chez l’Homme avec un 
appareillage différent, pour des imageries de surface localisée. 
Certaines techniques d’imagerie par réflexion chez l’Homme peuvent aussi se faire sans 
caméra CCD, par détection visuelle simplement à l’œil nu, avec un système grossissant ou 
une caméra normale, grâce à une émission de fluorescence forte dans le domaine du visible. 
Les endoscopies et cœlioscopies utilisent régulièrement la fluorescence, afin de détecter des 
anomalies particulières lors d’explorations. Enfin, la chirurgie assistée par fluorescence est 
en développement clinique. Lors de l’ablation d’une tumeur, par exemple, une partie des 
cellules tumorales peut s’avérer invisible à l’œil du chirurgien. Idéalement, si auparavant est 
injectée chez le patient une molécule fluorescente ciblant spécifiquement ce type de cellules, 
l’ensemble de la tumeur sera visible au chirurgien, qui pourra la réséquer dans son intégrali-
té, limitant les rechutes. Cette application de la fluorescence est actuellement testée sur 
plusieurs types de cancer, comme des tumeurs métastatiques du cerveau (figure 19).
37
 
                                                      
f
 CCD = Charge-Coupled Device 
g
 GFP = Green Fluorescent Protein 
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Figure 19 : Tumeur métastatique du cerveau après un cancer des poumons : (A) IRM pondérée selon T1 avec 
agent de contraste gadolinié, montrant la tumeur dans le lobe frontal droit. (B-F) Photographies intraopéra-
tives après injection de fluorescéine sodium : (B) Tumeur jaunie, montrant la limite avec le tissu sain 
(flèche) ; (C) Surface extérieure de la tumeur montrant de la gliose qui sera aspirée plus tard (flèche) ; (D) 
Après aspiration de la gliose, la tumeur marquée est apparente (flèche) ; (E) Résection en bloc de la tumeur ; 
(F) La cavité laissée après résection ne montre aucune tumeur résiduelle.
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I.4.2. Imagerie de fluorescence par transillumination 
L’imagerie de fluorescence par transillumination pour une exploration en profondeur dans 
les tissus reste limitée à une centaine de micromètres, en raison des phénomènes 
d’absorption et de diffusion du rayonnement lumineux dans les tissus ainsi que de 
l’autofluorescence de ses nombreux fluorophores naturels tels que la mélanine et 
l’hémoglobine. La « fenêtre du vivant », cette courte ouverture où l’absorption de ces chro-
mophores naturels est minimale (figure 20), préconise plutôt l’utilisation de sondes fluores-
centes présentant des longueurs d’onde d’excitation dans le proche-infrarouge, entre 650 et 
900 nm, permettant ainsi une pénétration plus en profondeur tout en limitant à la fois 
l’absorption et l’autofluorescence du milieu.
38
 Dans le cas où l’imagerie de fluorescence est 
associée à une source d’excitation biphotonique (excitation par absorption simultanée de 2 
photons de plus faible énergie), des profondeurs plus importantes de l’ordre du millimètre 
deviennent accessibles, en utilisant des sondes habituellement excitées à des longueurs 
d’ondes de l’ordre de 350 à 450 nanomètres. 
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Figure 20 : Coefficients d'extinction molaire de l'eau, de l'oxy- et la désoxyhémoglobine dans les domaines du 
visible et du proche infra-rouge, à l'origine de la "fenêtre du vivant".
34 
La principale application de cette technique sur un organisme entier est ainsi la tomo-
graphie moléculaire de fluorescence (TMF ou FMT en anglais). En traversant des tissus de 
quelques centimètres d’épaisseur, elle mène à la reconstruction mathématique d’une image 
tridimensionnelle, qui plus est quantitative, de la répartition du fluorophore dans la zone 
étudiée, à partir de l’acquisition de « tranches » sous des angles différents. Elle est souvent 
combinée à l’IRM ou la CT pour améliorer les calculs.
4
 Appliquée en essai sur le petit animal 
(figure 21), elle a un fort potentiel clinique. Suite à la réussite de la tomographie de fluores-
cence sans sonde pour l’imagerie du sein (DOT, Diffuse Optical Tomography), des recherches 
actuelles tentent d’appliquer la TMF à l’Homme, pour une détection ciblée de processus 
biologiques et de leurs dysfonctionnements.
39
 
 
Figure 21 : Imagerie de fluorescence in vivo sur souris avec cancer des poumons, après injection d'une sonde 
ciblante activable. A gauche, image par réflexion ; au centre, image par réflexion après ablation de la cage 
thoracique ; à droite, image par transillumination sans ablation.
35
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I.4.3. Les fluorophores pour une application en imagerie de fluorescence 
Pour le développement d’une imagerie de fluorescence applicable in vivo ou in vitro dans le 
domaine de l’imagerie médicale, il est nécessaire de développer des sondes fluorescentes 
performantes et spécifiques de la cible choisie. 
Les fluorophores en recherche à l’heure actuelle sont de différentes natures : orga-
niques, inorganiques ou organométalliques. Seules les petites molécules étant abordées 
dans ce manuscrit, le lecteur pourra se reporter aux revues parues dans Science
40
 en 2005 et 
Nature
41
 en 2008 pour les fluorophores inorganiques du type quantum dots (QD), à l’article 
de Santra pour les assemblages supramoléculaires du type nanoparticules (NP) fluores-
centes.
42
  
I.4.3.1. Caractéristiques et propriétés des fluorophores 
Un fluorophore présente donc la capacité d’absorber une certaine quantité d’énergie 
d’excitation lumineuse à une longueur d’absorption (λabs = λex) pour la restituer partielle-
ment sous forme d’émission radiative à une longueur d’onde λem caractéristique du fluoro-
phore. Ce phénomène de photoluminescence est généralement visualisé à l’aide du dia-
gramme de Perrin-Jablonski représenté ci-dessous (Figure 22).  
 
Figure 22 : Diagramme de Perrin-Jablonski simplifié des phénomènes de fluorescence et de phosphores-
cence, en compétition avec des désactivations non radiatives. 
Le processus radiatif relatif à la désactivation du plus bas niveau vibrationnel de l’état 
excité S1 correspond à l’émission de fluorescence (transition radiative S1 → S0). Ce processus 
S0
S1
S2
Absorption
Conversion interne
Relaxation vibrationnelle
Energie
Croisement Inter-Système
Fluorescence Phosphorescence
T1
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peut entrer en compétition avec le croisement intersystème CIS, conversion qui implique 
une inversion de spin de l’électron et qui conduit à des niveaux vibrationnels de l’état triplet 
T1 à partir duquel une désactivation radiative peut également se produire. Ce phénomène, 
beaucoup plus lent que la fluorescence, impliquant des états de multiplicité différente, cor-
respond à l’émission de phosphorescence (transition radiative T1 → S0).  
Quel que soit le fluorophore utilisé, il est caractérisé par plusieurs paramètres permet-
tant d’évaluer son efficacité : 
- le coefficient d’extinction molaire ε(λ), exprimé en L.mol-1.cm-1, qui reflète la capacité 
d’absorption d’énergie lumineuse du fluorophore à une longueur d’onde λabs = λex donnée. 
- le rendement quantique Ф, correspondant à la fraction de fluorophores excités qui re-
tourne à l’état fondamental S0 avec émission de fluorescence (à partir de l’état excité S1) ou 
de phosphorescence (à partir de l’état T1). Le rendement quantique de fluorescence Фf re-
flète l’efficacité du processus de  fluorescence, il est défini comme le rapport du nombre de 
photons émis sur le nombre de photons absorbés. 
- la brillance ε(λ)Фf, exprimée en L.mol-1.cm-1, qui représente l’intensité de fluorescence du 
fluorophore à une longueur d’onde donnée, en tenant compte de ses capacités d’absorption 
et de restitution sous forme d’émission de fluorescence. Plus ce terme est élevé, plus la fluo-
rescence du fluorophore peut être détectée à de faibles concentrations. La brillance permet 
une comparaison des intensités de fluorescence de différents fluorophores entre eux. 
- la durée de vie d’émission lumineuse τ, qui correspond au temps de vie moyen pendant 
lequel le fluorophore reste à l’état excité avant de retourner à son état fondamental. Reliée 
en fonction du temps t à l’intensité d’émission lumineuse par la relation : I(t) = I(0)e
—t/τ
, τ
correspond au temps au bout duquel l’intensité initiale est diminuée de 1/e. La durée de vie 
d’émission de fluorescence τf  est de l’ordre de 10
-8
 à 10
-9
 seconde alors que celle de la 
phosphorescence τp s’étend de 10
-6
 à quelques secondes. Dans le cas d’une application dans 
le domaine de l’imagerie de fluorescence, les fluorophores à longues durées de vie 
d’émission (µs/ms) permettent d’utiliser avantageusement la technique de détection en 
temps résolu : en collectant le signal fluorescent d’intérêt à longue τ pendant une période tg
et après application d’un certain délai td, il est possible de discriminer le signal souhaité des 
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artéfacts lumineux dus à l’autofluorescence du milieu et à la lumière diffusée. Ce cycle de 
mesure améliorant fortement le rapport signal/bruit peut être répété plusieurs fois, aug-
mentant ainsi la sensibilité de la mesure. 
 
Figure 23 : Principe de la détection d'un signal fluorescent par résolution temporelle. 
- la position des maximas des longueurs d’onde d’excitation et d’émission λex et λem et le dé-
placement de Stokes (différence énergétique entre les longueurs d’onde maximales 
d’absorption et d’émission de fluorescence : ∆ν = 1/λabs – 1/λem en cm-1). Tout fluorophore 
est caractérisé par deux spectres de fluorescence : un spectre d’émission et un spectre 
d’excitation. Le premier représente la variation de l’intensité de fluorescence pour une lon-
gueur d’onde d’excitation fixe ; le second indique l’efficacité relative des différentes lon-
gueurs d’onde d’excitation pour une longueur d’onde d’émission fixe. L’allure du spectre 
d’excitation est généralement superposable au spectre d’absorption à la condition qu’une 
seule espèce fluorescente soit présente à l’état fondamental. L’enregistrement de ces 
spectres nous fournit la position des maximas des longueurs d’onde d’excitation λex et 
d’émission λem. Pour une application in vitro, le fluorophore doit pouvoir être excité à une 
longueur d’onde d’excitation supérieure à 320 nm afin de limiter l’autofluorescence du mi-
lieu biologique (acides aminés, cofacteurs) et émettre dans le domaine du visible voire le 
proche IR ; en revanche, l’imagerie de fluorescence in vivo privilégie, comme nous l’avons 
évoqué précédemment, une λex supérieure à 650 nm et un domaine d’émission compris
entre 700 et 900 nm (fenêtre du vivant), ou une excitation multiphotonique. Enfin, un dépla-
cement de Stokes important permet de bien séparer les domaines spectraux relatifs à 
l’excitation et à l’émission, et d’améliorer la sensibilité, en limitant le phénomène de réab-
sorption des photons émis, « self-quenching », attribué au recouvrement spectral entre la 
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bande d’absorption et la bande d’émission. 
A ces caractéristiques il est nécessaire d’ajouter la résistance au photoblanchiment, une 
altération irréversible du fluorophore par réaction photochimique en présence de dioxygène 
suite à l’excitation lumineuse. 
I.4.3.2. Les fluorophores organiques 
Les fluorophores organiques sont à l’heure actuelle les plus utilisés en imagerie de fluores-
cence, aussi bien à l’échelle microscopique qu’à l’échelle macroscopique, car ils sont pour la 
plupart disponibles commercialement sous forme fonctionnalisée, prêts à être bioconjugués 
(Molecular Probes, Amersham – GE Healthcare, Atto-Tec…). Ce sont généralement des struc-
tures rigides polyaromatiques, comportant un ou deux hétérocycles, comme la fluorescéine, 
la rhodamine ou la gamme des Cyanines, des AlexaFluor® ou des ATTODyes® (figure 24). A 
ces grandes familles il convient d’ailleurs d’ajouter celle des BODIPY. Les structures propo-
sées permettent de balayer des gammes de longueur d’onde allant du bleu au proche infra-
rouge, comme le montre la figure 25 avec la gamme d’Alexa Fluor®. 
 
Fluorophores λex / λem [nm] ε [M
-1
.cm
-1
] Φ [%] τ [ns] 
Fluorescéine 495 / 517 83000 0,93 (pH  12) 4 
Rhodamine 123 505 / 529 75000 0,90 4 
BODIPY FL 505 / 510 80000 ≈ 1 5,7 
ATTO 610 615 / 634 150000 0,70 3,3 
Cy5.5 675 / 694 250000 0,23 1 
Alexa Fluor 647 650 / 668 270000 0,33 1 
Figure 24 : Structures et propriétés de fluorescence en solution aqueuse des principaux types de fluoro-
phores organiques. 
43,44,45
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Figure 25 : Spectres d'émission des fluorophores Alexa Fluor® (d’après documentation mise à disposition par 
Life Technologies Alexa Fluor®) 
Bien que possédant des rendements quantiques et des coefficients d’extinction molaire 
élevés, ces fluorophores présentent les inconvénients suivants :  
- de faibles déplacements de Stokes ce qui complique le filtrage entre la lumière incidente 
diffusée à la longueur d’onde d’excitation (diffusion Rayleigh) et la lumière émise mesurée ; 
cela peut conduire à les utiliser à des longueurs d’onde d’excitation et d’émission non opti-
males. 
- un recouvrement spectral entre les bandes d’absorption et d’émission inhérent à ce faible 
déplacement de Stokes d’où une diminution importante de la brillance en cas de marquage 
multiple. 
- des courtes durées de vie d’émission de fluorescence, du même ordre de grandeur que 
celles des fluorophores intrinsèques du milieu biologique. Elles ne permettent pas une dis-
crimination temporelle du signal spécifique, d’où une augmentation considérable du bruit de 
fond. Cela est en partie contourné par l’utilisation de fluorophores excitables au-delà de 500 
nm (imagerie in vitro) voire 650 nm (imagerie in vivo). 
- une sensibilité importante au phénomène de photoblanchiment : ils sont irréversiblement 
éteints après quelques dizaines de minutes d’irradiation.
46
 
I.4.3.3. Les fluorophores organométalliques 
Les fluorophores organiques ne satisfont ainsi pas toutes les conditions pour être des agents 
de contraste d’imagerie de fluorescence à usage biomédical idéaux. Avec le développement 
de la chimie de coordination, et plus largement organométallique, de nouvelles structures à 
λ (nm)
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12. Alexa Fluor® 610
13. Alexa Fluor® 633
14. Alexa Fluor® 635
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16. Alexa Fluor® 660
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19. Alexa Fluor® 750
20. Alexa Fluor® 790
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base de lanthanides(III) d’une part, et de métaux de transition comme le rhénium(I), ruthé-
nium (II) et iridium(III) d’autre part, font l’objet d’un intérêt croissant dans la littérature car 
elles présentent des caractéristiques de luminescence (large déplacement de Stokes et du-
rée de vie de luminescence > µs) et de photostabilité particulièrement intéressantes, comme 
nous allons le voir dans les paragraphes suivants. 
I.4.3.3.1. Les complexes de lanthanides 
a. Lanthanides et effet d’antenne 
Les lanthanides regroupent les quinze éléments de la sixième période du tableau pé-
riodique, allant du lanthane (Z=57) au lutétium (Z=71). Les ions Ln(III) de structure électro-
nique [Xe]4f
n
 correspondent au remplissage progressif des orbitales 4f, de 4f
0
 pour La
3+
 à 
4f
14
 pour Lu
3+
. Hormis ces deux derniers, tous les ions lanthanides sont luminescents, dans 
des domaines d’émission variables : selon la différence d’énergie entre leur état émissif et 
leur état fondamental, de l’ultra-violet pour Gd(III) au proche infra-rouge pour Nd(III) et 
Yb(III), en passant par le visible, avec Eu(III) et Tb(III), émettant dans le rouge et le vert res-
pectivement (figure 26).
47
 L’intensité de ces raies d’émission dépend de la différence 
d’énergie ∆E entre le niveau excité le plus bas de l’ion(III) et son état fondamental le plus 
proche. Plus cette différence est faible, plus des désactivations non radiatives sont pro-
bables. Ce sont ainsi les ions Eu(III) et Tb(III), les plus luminescents, qui sont les plus déve-
loppés dans le cadre d’applications, car ils présentent la différence d’énergie ∆E la plus éle-
vée,  de 12300 cm
-1
 (
5
D0 → 
7
F6) et de 14200 cm
-1
 (
5
D4 → 
7
F0) respectivement. 
 
 
Figure 26 : à gauche, diagramme d'énergie partielle des ions lanthanide (III) hydratés. (En rouge : états émis-
sifs principaux ; en bleu : état fondamental)
48
 ; à droite, spectres d'émission de luminescence de quelques 
ions lanthanides complexés par trois β-dicétonates.
47
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Enfin, les transitions f-f, théoriquement interdites par les règles de sélection, ont d’une 
part des bandes d’émission très étroites (largeur à mi-hauteur < 10 nm) caractéristiques de 
l’ion avec une durée de vie d’émission très longue, de la microseconde pour Nd(III) et Yb(III) 
à la milliseconde pour Eu(III) et Tb(III), et d’autre part, des bandes d’absorption peu intenses 
(ε < 10 M
-1
.cm
-1
).
48 
Pour pallier à leur faible capacité d’absorption, une photosensibilisation efficace de ces 
ions doit être réalisée par l’intermédiaire d’une antenne, capable d’absorber l’énergie 
d’excitation et de la transférer à l’ion. Ce processus, mis en évidence par Weissman en 
1942,
49
 est appelé processus A.TE.E (Absorption-Transfert d’Energie-Emission) ou effet 
d’antenne. L’antenne est généralement un chromophore organique dans la sphère de coor-
dination de l’ion lanthanide, voire dans son environnement proche. On rencontre également 
des complexes de métaux de transition (Ir(III), Ru(II) et Re(I)) capables de jouer ce rôle via 
leur bande 
3
MLCT.
50,51,52,53
 
Le processus A.TE.E (figure 27)
54
 met en jeu les étapes suivantes :  
- l’excitation lumineuse du chromophore conduit au peuplement de l’état S1 excité du chro-
mophore. 
- le croisement intersystème CIS S1→T1 au sein du chromophore, favorisé par effet d’atome 
lourd (Ln
3+
), peuple l’état T1. 
- le transfert d’énergie de l’état triplet du chromophore vers l’état émissif de l’ion (
5
D0 pour 
Eu
3+
 et 
5
D4 pour Tb
3+
), d’autant plus efficace que la différence ∆E entre l’état T1 du chromo-
phore et l’état émissif de l’ion est adéquate. Une trop faible différence ∆E conduit à un 
transfert en retour vers l’état T1. Un état émissif trop haut en énergie (cas de l’état émissif 
6
P7/2 pour Gd
3+
) n’est pas accessible pour des chromophores organiques courants. 
- la désexcitation radiative de l’état émissif de l’ion se traduit par une émission de lumines-
cence (transitions 
5
D0 →
7
FJ dans le rouge pour Eu(III) et 
5
D4 →
7
FJ dans le vert pour Tb(III) 
avec J = 0 à 6) à longue durée de vie d’émission (> µs). L’excitation indirecte de l’ion via 
l’antenne permet ainsi d’obtenir de larges déplacements de Stokes. 
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Figure 27 : Effet d'antenne pour la sensibilisation de certains ions Ln(III) (Ln = Eu, Tb, Gd). Cet effet est pro-
bant ici avec Tb(III) et Eu(III) mais ne permet pas d'exciter l'état émissif trop élevé de Gd(III). (flèches bleues : 
processus non-radiatifs ; flèches rouges : processus radiatifs ; ISC = croisement inter-système ; en = transfert 
d’énergie ; ΔE = différence d’énergie entre l’état triplet de l’antenne et l’état émissif du lanthanide.
54
  
En compétition avec ce processus A.TE.E, les processus radiatifs de fluorescence et de 
phosphorescence de l’antenne comme plusieurs processus non-radiatifs altèrent l’efficacité 
de luminescence et la durée de vie d’émission d’un complexe de lanthanide :
55
 
- La présence de niveaux de transfert de charge LMCT (Ligand-to-Metal Charge Transfer) 
accessibles en énergie via l’état émissif de l’ion peut induire un transfert d’énergie en retour 
vers l’état triplet du chromophore. Ces bandes de transfert de charge interviennent dans les 
transferts d’électron photoinduit (PET) et impliquent un transfert d’électron du ligand vers le 
métal conduisant à la réduction photoinduite de ce dernier. Le PET est d’autant plus efficace 
que l’ion est facilement réduit (l’Eu(III) est plus facilement réduit en Eu(II) que l’ion Tb(III) en 
Tb(II)) et que le caractère donneur du chromophore est exacerbé dans son état excité. 
- La présence de niveaux vibrationnels X-H (X = O, N et C dans une moindre mesure) proches 
en énergie des états émissifs de l’ion est une voie de désactivation non radiative prépondé-
rante dans les complexes d’Eu(III) et de Tb(III). Ce processus dépend de la distance Ln(III)- 
oscillateur X-H et de la fréquence d’élongation vibrationnelle X-H. Cette désactivation non 
radiative est surtout observée entre les vibrateurs O-H des molécules de H2O (v0(O-H) = 3600 
cm
-1
) présentes dans la première sphère de coordination de l’ion pour lesquels un couplage 
vibrationnel efficace existe entre l’état émissif 
5
D0(Eu
3+
) ou 
5
D4(Tb
3+
) et une des harmoniques 
vibrationnelles de O-H (v3(O-H) et v4(O-H) pour Eu
3+
 et Tb
3+
 respectivement). 
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La figure 28 résume l’ensemble de ces phénomènes : 
 
Figure 28 : Schéma des différentes voies de désactivations compétitives à la luminescence de l’ion lanthanide 
complexé. 
b. Ligands commerciaux sensibilisant Eu(III) et Tb(III) et familles de ligands à l’étude 
Pour une application biologique en tant que sonde luminescente, que ce soit in vitro ou in 
vivo, les complexes de lanthanide doivent répondre à plusieurs critères propres au ligand et 
au complexe. D’un point de vue structural, le ligand doit tout d’abord comporter un chromo-
phore pouvant jouer le rôle d’antenne, susceptible de transférer de manière efficace 
l’énergie lumineuse d’excitation à l’ion lanthanide. Il doit présenter au moins neuf sites de 
coordination (atomes donneurs du type N, O) pour saturer la sphère de coordination de l’ion 
Ln(III) (nombre de coordination = 8-9 avec un caractère acide de Lewis) et éviter ainsi 
l’interaction avec les molécules d’eau pouvant conduire au quenching prépondérant de sa 
luminescence. Il doit également assurer une forte interaction avec l’ion Ln(III), afin que le 
complexe formé soit stable à pH physiologique en solution aqueuse. Enfin, pour une applica-
tion biologique ciblée, le complexe doit présenter une fonction chimique permettant 
d’envisager un couplage covalent à un vecteur biologique d’intérêt. 
D’un point de vue photophysique, la longueur d’onde d’excitation propre au chromo-
phore doit être la plus élevée possible afin de limiter l’excitation délétère du matériel biolo-
gique, tout en étant en accord avec la position énergétique des états émissifs de l’ion : on 
considère que les longueurs d’onde d’absorption ne doivent pas être situées à plus de 385 
nm et 346 nm pour des complexes d’europium(III) et de terbium(III) respectivement.
56
 Les 
efficacités des différents processus impliqués dans la photosensibilisation de l’ion doivent 
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être optimales afin d’observer une brillance et une durée de vie d’émission élevées (de 
l’ordre de la milliseconde). 
De telles structures sont d’ores-et-déjà commercialisées pour des applications en bioa-
nalyses. Il s’agit tout d’abord de cryptands, disponibles chez Cis Bio International pour une 
application en dosage homogène (TRACE
h
) et mis au point par Lehn et coll. en 1987 d’une 
part,
 57
 et Petoud et al. en 2003 d’autre part, qui possède le rendement quantique de com-
plexe de Tb(III) le plus élevé dans le commerce, avec 50 % (figure 29 a et b).
58
 La rigidité des 
cryptands est un gage de stabilité cinétique et thermodynamique en milieu biologique. Les 
autres dérivés actuellement commercialisés sont des ligands acycliques pour une application 
en dosage immunologique chez Perkin Elmer Life Sciences, Amersham – GE Healthcare et 
Invitrogen (figure 29 c, d et e). Ces structures de type acide polyaminocarboxylique ont une 
grande solubilité dans l’eau. Le chromophore est soit au centre de la structure (figure 29 c et 
e), soit greffé en fin de chaîne de la structure chélatante (figure 29 d). 
 
Figure 29 : Ligands pour Ln(III) commercialisés par (a, b) Cis Bio International, (c) Perkin Elmer Life Sciences, 
(d) Amersham – GE Healthcare et (e) Invitrogen. 
                                                      
h
 TRACE = Time Resolved Amplified Cryptate Emission 
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D’autres structures originales ont été mises au point et ne sont pas encore commerciali-
sées à ce jour. Les podands permettent une complexation et une sensibilisation des Ln(III) : 
sur une plateforme centrale s’articulent trois à quatre bras portant un chromophore chéla-
tant. Mazzanti
59
 propose un podand portant trois groupements pyridine-tétrazole (figure 
30a);
 
Charbonnière propose quant à lui des dérivés bipyridine autour d’un atome d’azote 
central (figure 30b).
60
 Si les caractéristiques photophysiques des complexes qui en découlent 
sont très satisfaisantes grâce au nombre de chromophores, leurs solubilité en milieu aqueux 
est limitée. 
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Figure 30 : Structures capables de complexer et sensibliser les Ln(III). (a) et (b) sont des podands, (c) est acy-
clique, (d) et (e) sont macrocycliques, (f) est un macrocycle avec un bras pendant.
59-64
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Les ligands acycliques sont également développés (figure 30c). Ils dérivent générale-
ment du DTPA ou de son homologue plus long, TTHA
i
, auquel est lié un chromophore chéla-
tant, en bout ou dans la chaîne (figure 30c).
61
 Si leurs principaux avantages sont leur grande 
solubilité et la cinétique rapide de complexation des ions lanthanide, ils sont moins stables 
en solution que des structures plus rigides, comme notamment les dérivés macrocycliques. 
Ces derniers existent également sous deux formes : ce sont soit des macrocycles intégrant le 
chromophore (figure 30d et e) comme ceux que proposent Bornhop et al.
62
 pour une appli-
cation endoscopique ou notre équipe
63
 avec une brillance élevée, soit des macrocycles où le 
chromophore est un bras pendant (figure 30f).
64
 Ces structures présentent l’avantage d’être 
rigide de par le macrocycle et soluble dans l’eau grâce aux groupements acide carboxylique 
nombreux. Si leur cinétique de complexation des Ln(III) est plus lente, leur stabilité thermo-
dynamique est plus grande. 
I.4.3.3.2. Les complexes de métaux de transition 
Les lanthanides ne sont pas les seuls métaux luminescents. Certains métaux de transition en 
font aussi partie, comme l’or(I), le platine(II), l’iridium(III), le ruthénium(II) ou le rhénium(I).
65
 
Leur grande stabilité en solution, vis-à-vis de compétiteurs, et la possibilité de modifier les 
ligands à souhait, tout en limitant l’impact sur les propriétés de luminescence des complexes 
(grand déplacement de Stokes, durées de vie d’émission de l’ordre de la microseconde), 
rendent les complexes de métaux de transition luminescents particulièrement intéressants 
pour une application biologique. Parmi ces métaux de transition, et en raison de nos travaux, 
nous nous intéresserons plus particulièrement au Re(I), notamment les complexes de tricar-
bonylrhénium(I). 
a. Rhénium et phosphorescence de complexes de tricarbonylrhénium(I) 
Le rhénium (Z = 75) est un métal de transition, de configuration électronique [Xe] 4f
14 
5d
5 
6s
2
. Il possède plus de trente isotopes différents : parmi eux, les isotopes 185 et 187 sont les 
plus abondants et stables à l’échelle humaine. Les isotopes 186 et 188 sont quant à eux ra-
dioactifs, émetteurs β
-
 potentiellement utilisables en thérapie. Les principaux degrés 
d’oxydation dans les complexes organométalliques sont +1 et +5.
66
 
                                                      
i
 TTHA : TriethyleneTetramine Hexanoic Acid 
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Wrighton est le premier à observer la luminescence de complexes de rhénium(I) en 
1974.
67
 Les complexes octaédriques fac-[ReX(CO)3Cl], où X sont des dérivés de phénantro-
line, sont luminescents, avec un rendement quantique jusqu’à 10 % à froid et une durée de 
vie d’émission d’environ dix microsecondes. Ils sont soumis à un rigidochromisme, qui modi-
fie le spectre d’émission en fonction de la température d’analyse : à 77 K, l’émission est net-
tement plus structurée (figure 31). Ces caractéristiques sont, d’après Wrighton, en adéqua-
tion avec une émission depuis un état triplet, comme l’ont montré plus tard des expériences 
et des calculs de DFT.
 66,68,69
 Les spectres d’absorption des complexes de Re(I) montrent une 
bande de haute énergie centrée sur le ligand bis-imine (
1
LC) et correspondant à la transition 
π→π*, ainsi qu’un épaulement caractéristique de la bande 
1
MLCT (pour Metal-to-Ligand 
Charge Transfer) d’une transition d→π*. Après une excitation dans le visible, le spectre 
d’émission varie selon le type de ligand utilisé : il peut être structuré vers 500 nm si 
l’émission se fait majoritairement depuis le niveau d’énergie 
3
LC, ou non structuré vers 600 
nm si elle se fait plutôt depuis le niveau 
3
MLCT (figure 32). Dans le cas de complexes 
[Re(bipy)(CO)3Cl], les calculs de DFT montre que la HOMO a à la fois un caractère d’orbitale d 
du Re(I) et une contribution des groupements carbonyle et du Cl : on peut ainsi parler ici de 
MLLCT (pour Metal-Ligand-to-Ligand Charge Transfer). Dans le cas de ce complexe, le chlo-
rure ancillaire « quenche » la luminescence du complexe. Les composés de type 
[Re(bipy)(CO)3(pyr)]
+
 où le ligand ancillaire est cette fois une pyridine modifiée ont ainsi de 
meilleures propriétés photophysiques.
46
 
 
Figure 31 : Spectres d'absorption (à gauche) et 
d'émission (à droite) à 298 K (pointillés) et 77 K 
(trait plein) de [Re(1,10-phen)(CO)3Cl] dans 
l'EPA.
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Figure 32 : Diagramme de Jablonski simplifié pour un 
complexe de type [Re(bis-imine)(CO)3Cl] : (A) Modèle 
MLCT pur ; (B) Modèle LC pur.
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b. Complexes de rhénium(I) pour l’imagerie de fluorescence 
La grande majorité des structures rencontrées dans la littérature sont construites de ma-
nière similaire : il s’agit d’un complexe octaédrique à cœur Re(CO)3
+
 de formule générale 
[Re(CO)3(α,α’-bis-imine)(L)]. Le rhénium(I) est ainsi complexé par trois ligands carbonyle, un 
chélatant bidente de type polyamine hétérocyclique et un ligand ancillaire L. Le ligand bi-
dente est le plus souvent de type bipyridine, phénantroline et dérivés, la nature du ligand 
ancillaire étant plus variable comme on a déjà pu le constater (halogénures, pyridine…). 
Depuis une dizaine d’années, de nombreuses combinaisons ont été développées par Lo, 
Pope et Coogan, en faisant varier la nature du chélatant bidente et du ligand ancillaire. Parmi 
les différentes structures proposées, citons à titre d’exemple ce premier complexe de Coo-
gan de 2008 montrant une pénétration cellulaire très satisfaisante, ciblant les mitochon-
dries, à la manière du MitoTracker® organique commercial : le ligand bidente est une bipyri-
dine non fonctionnalisée, le ligand ancillaire étant une 3-chlorométhylpyridine, choisie pour 
son analogie avec le MitoTracker® (figure 33).
70
 
λex/ λem = 364/551 nm 
τ = 131 ns (H2O) 
 
Figure 33 : Structure et propriétés photophysiques du complexe de Re inspiré du MitoTracker® ; colocalisa-
tion dans des cellules MCF-7 en microscopie confocale (à gauche, complexe de Re ; au milieu, MitoTracker® ; 
à droite, colocalisation).
70
 
Ce premier exemple d’application en imagerie cellulaire a ouvert la porte à de nom-
breuses autres structures comme celle mise au point dernièrement par Lo et al. : le ligand 
bidente est une phénantroline, le ligand ancillaire est aussi une pyridine, modifiée de ma-
nière à se lier à une molécule de fructose ciblant les mitochondries grâce au transporteur de 
cet ose.
71
 Ce complexe bioconjugué a d’ailleurs révélé une sélectivité envers les cellules de 
cancer du sein vis-à-vis des autres types de cancer. 
Chapitre I 
51 
 
 
λex = 387 nm (CH2Cl2) ; 389 nm (CH3CN) 
λem = 540 nm (CH2Cl2) ; 553 nm (PBS) 
τ = 8,87 µs (CH2Cl2) ; 2,91 µs (PBS) 
Ф = 39 % (CH2Cl2) ; 18 % (PBS) 
 
 
Figure 34 : Structure du complexe de Re lié au fructose et colocalisation dans les mitochondries avec Mito-
Tracker Deep Red FM®, dans des cellules MCF-7 (à gauche, complexe de Re ; au milieu, MitoTracker Deep 
Red FM® ; à droite, superposition).
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Il est à noter quelques rares autres cas de complexes de rhénium(I) luminescents basés 
sur des dérivés tridentes de type bisquinoline.
72
 Un tel système octaédrique a d’ailleurs été 
le premier à être utilisé pour l’imagerie de fluorescence au niveau cellulaire : Babich, Zubieta 
et Valliant proposent en effet en 2004 un dérivé de leur SAAC (Single Amino Acid Chelate),
73
 
une courte chaîne peptidique sur laquelle est greffé le chélatant tridente bisquinoline, pour 
complexer le Re(I) (imagerie optique) ou le 
99m
Tc (imagerie TEMP). Les premières images 
obtenues par fluorescence sur des leucocytes humains à des concentrations de l’ordre de 
cinquante nanomolaires valident la pénétration d’un tel composé et sa potentielle applica-
tion biologique. 
 
Figure 35 : Complexe Re-SAACQ et images de leucocytes humains incubés avec 50 nM de ce complexe en 
microscopie de fluorescence.
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Si, de prime abord, les faibles brillances des complexes de rhénium(I), avec des rende-
ments quantiques de l’ordre de quelques pourcents, pouvaient faire douter des applications 
en imagerie de tels composés, leur durée de vie longue applicable à une fluorescence réso-
lue temporellement et les exemples rencontrés montrent qu’ils sont tout à fait pertinents 
pour une telle utilisation. 
I.5. Conclusion : points forts et points faibles des modalités d’imagerie 
Les trois modalités d’imagerie présentées ici ont toutes des applications différentes, selon 
les informations que l’on souhaite obtenir. Elles possèdent des caractéristiques de sensibili-
té, de résolutions temporelle et spatiale, et de pénétration dans les tissus qui leur sont 
propres (tableau 1). Par exemple, l’imagerie de fluorescence est très sensible, puisqu’il est 
possible de détecter des fluorophores à des concentrations de l’ordre du nanomolaire voire 
du picomolaire : cependant, les rayons faiblement pénétrants, même dans le proche infra-
rouge, ne permettent pas de « voir » au-delà de quelques centimètres de tissus, limitant leur 
application à l’heure actuelle à une tomographie relativement en surface. A l’inverse, l’IRM 
n’a aucune limite de pénétration et a une excellente résolution, mais sa sensibilité est moins 
bonne, puisque de l’ordre du millimolaire. 
Les informations collectées sont également de différentes échelles et de différentes na-
tures : morphologiques ou fonctionnelles, anatomiques, physiologiques, métaboliques, cellu-
laires voire moléculaires. Ainsi, au quotidien, il est souvent nécessaire de cumuler les ana-
lyses pour obtenir toutes les informations nécessaires à un bon diagnostic, quitte à superpo-
ser les images obtenues pour localiser avec plus de précision une tumeur par exemple. Cela 
demande des ressources variées, d’un point de vue humain, technique et financier, les tech-
niques d’imagerie ayant chacune un besoin matériel propre et un coût différent. Les con-
traintes engendrées par le cumul des analyses sont multiples.  
D’un point de vue technique, pour réaliser deux examens successifs de type différent, 
deux appareils distincts sont nécessaires et ne se trouvent pas toujours au sein de la même 
infrastructure. En pratique, obtenir un créneau d’examen n’est pas immédiat et deux se-
maines peuvent s’écouler entre une analyse IRM et un examen TEP par exemple. Dans le cas 
de cancers à développement rapide, ce délai est long : les informations collectées sont ainsi 
plus difficilement superposables car différentes. Le patient n’a pas exactement la même 
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Technique Agents Signal mesuré Points forts 
Points 
faibles 
Coût 
Vitesse 
d’acquisition 
Sensibilité Résolution 
TEP Radiopharmaceutiques Positons Très sensible Radioactivité Elevé Lente 10
-15
 M 1-2 mm 
TEMP Radiopharmaceutiques Rayons γ 
Utilisation en parallèle de plu-
sieurs radiopharmaceutiques 
d’énergie différente  
(multicouleur) 
Radioactivité Elevé Lente 10
-14
 M 1-2 mm 
IRM Contrastophores 
Altération de 
champ  
magnétique 
Haute résolution  
des tissus mous 
Faible 
contraste 
Elevé Lente 10
-9
-10
-6
 M 50 µm 
Fluorescence Fluorophores Fluorescence 
Mise en œuvre facile 
Sans danger  
pour le patient 
Etude d’événements à l’échelle 
moléculaire 
Faible 
pénétration 
Faible Rapide 10
-12
 M 1-2 mm 
Tableau 1 : Avantages et inconvénients des modalités d'imagerie conventionnelles, d'un point de vue technique et financier (D'après M. Baker, Nature, 2010).
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posture entre les deux examens, rendant la superposition des images obtenues encore plus 
difficile. 
D’un point de vue humain, cumuler les examens n’est pas sans conséquence pour le pa-
tient : il lui est tout d’abord simplement demandé de se déplacer à plusieurs reprises, ce qui 
n’est pas toujours chose aisée selon son état de santé. Plusieurs doses de produits de con-
traste différents lui sont injectées : ils ne sont pas sans risque et peuvent engendrer des ef-
fets secondaires, de la simple allergie à la fibrose systémique néphrogénique dans des cas 
très particuliers d’utilisation d’agents de contraste IRM sur des patients à fonction rénale 
altérée.
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Pour tenter de limiter ces contraintes, deux possibilités existent. L’amélioration de 
chaque technique prise individuellement, notamment dans tous les critères de sensibilité et 
de résolution développés précédemment, est une première solution apportée. De nouveaux 
agents de contraste performants sont synthétisés, mais les progrès éventuels sont nécessai-
rement freinés par la nature même de ces techniques. Une deuxième solution repose alors 
sur l’utilisation simultanée de deux ou plusieurs modalités complémentaires, dans le but de 
combiner leurs avantages et de limiter leurs inconvénients. Réaliser plusieurs examens en 
une seule séance assure également une superposition plus simple des images obtenues. La 
notion de multimodalité est donc naturellement apparue, avec pour philosophie l’idée que 
« two is better than one ».
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II. La multimodalité 
II.1. Concept de multimodalité 
La multimodalité est l’une des trois méthodes d’imagerie multiparamétrique existantes, à 
distinguer de l’imagerie multi-couleur et de l’imagerie multi-signal (figure 36).
78
 Dans les 
trois cas, plusieurs informations sont enregistrées simultanément. Dans l’imagerie multi-
couleur, plusieurs signaux du même type mais de différente énergie, provenant d’un ou plu-
sieurs agent(s), sont enregistrés : c’est le cas de deux signaux TEMP issus de deux noyaux 
différents (
111
In/
201
Tl pour l’imagerie cardiaque, 
201
Tl/
99m
Tc pour la thyroïde) mais aussi de 
différentes longueurs d’ondes dans l’imagerie optique. L’imagerie multi-signal consiste à 
tirer deux informations différentes d’un seul agent, à l’aide d’une seule technique 
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d’imagerie, comme une image selon T1 et selon T2 en IRM à partir d’un même contrasto-
phore, ou une image selon l’intensité et la durée de vie d’émission en fluorescence avec un 
seul agent fluorescent. L’imagerie multimodale, elle, repose sur l’enregistrement de deux 
signaux de nature différente, avec deux modalités différentes, à partir d’un seul agent de 
contraste bimodal ou de deux agents monomodaux. 
  A 
  B 
  C 
Figure 36 : A gauche et de haut en bas, imagerie multi-couleur, multi-signal et multimodale. Exemples 
d’imagerie multiparamétrique : (A) Reconstruction d’une coupe de cortex de souris grâce à l’imagerie de 
fluorescence multi-couleur réalisée avec différents fluorophores organiques commerciaux ; (B) Imagerie 
multi-signal intensité/durée de vie de fluorescence sur une souris porteuse de tumeurs HER2+ et HER2- après 
injection d’Alexa680-trastuzumab ; (C) Ganglion lymphatique cancéreux mis en évidence par IRM et fluores-
cence proche infra-rouge à l’aide d’un dendrimère chargé en Gd(III) et Cy5.5.
78,79 
Dans la littérature, depuis une dizaine d’années, les exemples de nouvelles sondes po-
tentiellement bi- voire multimodales se multiplient. La liste MICAD (Molecular Imaging and 
Contrast Agent Database
80
) de juin 2013 en dénombre plus de trois cents, toutes sortes con-
fondues, testées au minimum sur cellules, voire sur petit animal. Parmi elles, on retrouve 
une grande majorité de sondes macro- et supramoléculaires, à base de dendrimères, de 
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quantum dots et autres nanoparticules, que nous n’aborderons pas ici. Les small molécules 
multimodales se font moins fréquentes : ce sont en effet « peut-être les plus simples en con-
cept, mais elles peuvent être les plus difficiles à synthétiser ».
81
  
Deux types d’agents multimodaux de petite taille sont en développement parallèle, se-
lon qu’ils sont intrinsèquement multimodaux ou qu’ils nécessitent une utilisation « en cock-
tail ». Par cocktail, on entend un mélange en proportions différentes de deux agents de con-
traste monomodaux et de même structure, comme par exemple deux complexes où seul le 
métal change (figure 37) : Re(I)/
99m
Tc(I) pour une imagerie respectivement de fluorescence 
ou TEMP dans le cas des SAACQ de Zubieta et al.,
82
 Gd(III)/Tb(III) pour une imagerie IRM ou 
de fluorescence chez Angelovski et al.,
83
 Gd(III)/Tb(III) ou Eu(III) pour l’IRM ou la fluores-
cence,
84,85
 Gd(III)/Nd(III) pour l’IRM ou la fluorescence proche infra-rouge.
86
 
 
Figure 37 : Agents de contraste multimodaux en cocktail, pour une bimodalité (a) fluorescence/nucléaire, (b-
d) fluorescence/IRM (b, d : fluorescence visible ; c : fluorescence proche-infrarouge).
82-86
 
L’avantage de cette solution est l’adaptabilité du mélange aux différences de sensibilité 
des modalités d’imagerie choisies. En effet, dans le cas de la bimodalité IRM/fluorescence 
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par exemple, la différence de sensibilité est de l’ordre de 10
3
 : un cocktail permet d’ajouter 
plus de contrastophores que de fluorophores. Cependant, l’inconvénient majeur de cette 
technique est le fait que ce n’est plus une seule, mais bien deux molécules différentes qui 
sont injectées, sous-entendant deux biodistributions potentiellement différentes s’il n’y a 
pas de « bio-équivalence »,
28
 deux études de toxicité et deux séries d’essais cliniques à réali-
ser avant une mise sur le marché. Pour s’affranchir de ces inconvénients, il est ainsi intéres-
sant de concevoir des agents de contraste intrinsèquement multimodaux, où une seule 
structure est capable d’engendrer deux (ou plus) signaux simultanément. Il s’agit la plupart 
du temps de fusionner deux sondes connues, ou plus, par l’intermédiaire d’espaceurs néces-
saires à la conservation des propriétés de chacune.
81
 C’est sur cette définition d’agent mul-
timodal que nous développerons la suite de ce manuscrit. 
L’objectif de cette partie est de présenter la majorité des systèmes bimodaux développés, 
tant au niveau de la diversité des structures et/ou approches de synthèse qu’au niveau des 
résultats physico-chimiques et/ou biologiques obtenus. 
II.2. Les agents multimodaux dans la littérature 
Les petites molécules intrinsèquement multimodales sont de deux types : soit elles associent 
une structure organique à un complexe (organique/inorganique), soit elles sont purement 
organométalliques (inorganiques), avec deux complexes de métaux différents liés par un 
espaceur. Nous présenterons ces deux catégories séparément et classerons les sondes pré-
sentées selon la bimodalité qu’elles visent. A noter qu’il existe de très rares cas de « tout 
organique », comme la sonde bioconjugable de Ting et al., portant une cyanine et un grou-
pement CF3 radiomarqué (figure 38).
87
  
NB : Pour simplifier la lecture, un code couleur sera appliqué sur les structures bimodales 
présentées dans la suite de ce chapitre. Les fluorophores seront représentés en vert, les con-
trastophores en bleu et parties radioactives en rouge. 
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λex / λem = 757/777 nm  
Ф = 2,6 % (H2O) 
 
Lymphoseek = DTPA-mannosyl-dextran 
Figure 38 : Structure et propriétés de fluorescence de la sonde bimodale purement organique de Ting et al. 
pour une imagerie fluorescence/TEP.
87 
II.2.1. Sondes organiques/inorganiques 
Cette combinaison a été la première étudiée et est donc la plus répandue des agents multi-
modaux de petite taille dans la littérature. En effet, de nombreux agents fluorescents orga-
niques sont commerciaux et donc facilement accessibles. Les sondes orga-
niques/inorganiques visent ainsi presque toutes l’imagerie de fluorescence, associée soit à 
l’imagerie nucléaire TEP ou TEMP, soit à l’IRM. Dans la majeure partie des études, elles ont 
été testées in vitro et/ou in vivo sur petit animal, sauf indication contraire. Au niveau de leur 
construction, ces systèmes sont basés sur le même schéma, à savoir le couplage d’un fluoro-
phore organique à un radiocomplexe ou un complexe de gadolinium(III), via une entité orga-
nique, cette dernière pouvant être ou non bioconjuguée à une biomolécule. Vu le grand 
nombre de systèmes hybrides organique/inorganique décrits dans la littérature, seuls 
quelques exemples très significatifs seront détaillés, la majorité des sondes développées 
étant référencées dans de nombreuses revues récentes.
86,88,89,90
 
II.2.1.1. Bimodalité fluorescence/nucléaire 
En 2005, l’équipe d’Achilefu a proposé le premier MOMIA (pour MOnomolecular Multimodal 
Imaging Agent) de cette bimodalité, composé d’un cypate, analogue du vert d’indocyanine 
fluorescent dans le proche infra-rouge, et d’un dérivé du DOTA pour complexer un 
111
In ou 
un 
64
Cu, pour respectivement une bimodalité fluorescence/TEMP ou TEP (figure 39).
91,92
 
Cette première sonde multimodale s’est avérée stable en milieu biologique et a montré des 
propriétés de fluorescence intactes même après radiomarquage. Non bioconjuguée, elle 
s’accumule dans les reins et le foie chez la souris, quel que soit le métal radioactif utilisé. 
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Figure 39 : Structure, propriétés photophysiques du MOMIA cypate-
111
In. A gauche, biodistribution du MO-
MIA cypate-Cu chez la souris avec xénogreffe (L = foie, K = reins, M = muscle, T = tumeur).
91,92 
En parallèle de l’équipe d’Achilefu, Sevick-Muraca a synthétisé une sonde similaire, bio-
conjuguée à l’aide d’un heptapeptide visant la chaîne α de l’interleukine 11, pour une bimo-
dalité fluorescence/TEMP.
93
 Constituée d’un fluorophore proche infra-rouge commercial, IR-
783, et d’un complexe d’
111
In-DTPA, cette sonde s’accumule dans le foie, les reins mais aussi 
dans la tumeur visée de la souris dans laquelle elle a été injectée, permettant une imagerie 
« corps entier » de l’animal dans les deux modalités choisies. La même équipe a réalisé en 
2011 une sonde fluorescence/TEP avec un fluorophore similaire au précédent, le IRDye-800 
CW, et un complexe de 
68
Ga-DOTA cette fois-ci, lié à un peptide cyclique HWGF ciblant la 
métalloprotéase matricielle 9 (figure 40).
94
  
 
 
Figure 40 : Structure, propriétés photophysiques et images chez la souris de la sonde bioconjuguée IR-800-
68
Ga.
94 
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La vectorisation est efficace puisque les données obtenues en TEP et en fluorescence se 
superposent parfaitement. A la place d’un peptide, on peut également rencontrer un anti-
corps, comme le Trastuzumab ou le Cetuximab : c’est le cas de Xu et al. qui proposent une 
sonde proche infra-rouge/TEMP avec une cyanine (Cy5.5 ou Cy7) et un DTPA portant un 
111
In, lié à l’anticorps choisi.
95
 
Les fluorophores généralement rencontrés sont, comme on l’a vu, souvent des cyanines, 
des dérivés de rhodamine, d’indocyanine… En 2010, l’équipe de Denat propose un système 
tripartite original comprenant un motif BODIPY, un DOTA pour complexer au choix de l’
111
In, 
du 
68
Ga ou du 
64
Cu, et une fonction isothiocyanate pour une éventuelle bioconjugaison (fi-
gure 41).
96
 Les complexations avec les métaux choisis offrent des propriétés photophysiques 
intéressantes pour une application en imagerie bimodale fluorescence/TEMP ou TEP. A 
notre connaissance, aucune étude in vivo ou in vitro n’a été menée avec des sondes bimo-
dales fluorescence/nucléaire à base de système DOTA-BODIPY. 
 
λex = 488 / λem = 540 
Ф (Cu/Ga) = 50 %  
Ф (In) = 21 % (H2O) 
Figure 41 : Structure et propriétés photophysiques des complexes BODIPY-M-DOTA.
96 
Enfin, quelques sondes bimodales à base de 
99m
Tc existent également. L’équipe améri-
caine de Frangioni propose une sonde cypate-
99m
Tc avec des groupements phosphonates 
pour une interaction avec l’hydroxyapatite des os,
97
 tandis que celle de Gelovani et Li utilise 
un SAAC lié à une rhodamine et un peptide DEVD visant une caspase apoptotique, où le 
DEVD est clivé une fois en contact avec la cible (figure 42).
98
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Figure 42 : Structures des sondes fluorescence/TEMP de l'équipe de (a) Frangioni,
98
 (b) Gelovani et Li.
98
 
II.2.1.2. Bimodalité fluorescence/IRM 
Cette bimodalité est moins fréquente que la précédente, du fait de la différence de sensibili-
té entre l’imagerie de fluorescence et l’IRM. Dans une sonde bimodale où il y a un contras-
tophore et un fluorophore en proportion un pour un, il risque d’y avoir plus de fluorescence 
que nécessaire et une saturation éventuelle des appareils, tout du moins in vitro. Cependant, 
dès 1998, une sonde combinant la tétraméthylrhodamine (λex = 547 nm ; λem = 572 nm) et le 
Gd-DOTA a été mise au point par Hüber et al. et testée sur cellules et sur embryons de gre-
nouille en développement.
99
 Le signal IRM n’est pas toujours visible et la sonde, non biocon-
juguée, n’est pas ciblante. En 2010, Achilefu reprend l’idée du MOMIA en dérivant le Ma-
gnevist® commercial avec une cyanine (carbocyanine LS479, figure 43) : même si cette sonde 
n’est pas non plus bioconjuguée, le fluorophore lui-même interagit avec la HSA, augmentant 
de manière importante la relaxivité du composé gadolinié, de 15 à 34 mM
-1
.s
-1
, sans perdre 
ses propriétés de fluorescence.
100
 La sonde répond à la fois en IRM et en fluorescence sur le 
petit animal, mais l’auteur ne donne pas d’images comparées. 
λex / λem = 781/800 nm
Ф = 8,9 %
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Figure 43 : Structure et propriétés magnétiques de la sonde cyanine-Gd LS479-Gd(III).
100
 
La même année, Kamaly et al. ont synthétisé un lipide (DSA) portant une rhodamine liée 
à un Gd-DOTA via un groupement sulfonamide (figure 44).
101
 Cette sonde est à la limite des 
small molecules : en effet, le lipide n’est pas mis au point pour intervenir seul, mais pour 
former des liposomes avec des PEG, afin de suivre des cellules cancéreuses ovariennes in 
vitro et in vivo en xénogreffes. Il est cependant intéressant de la mentionner pour sa biocon-
jugaison originale et ses propriétés en tant que petite molécule individuelle. Les images in 
vitro sur cellules étant faites avec le liposome, elles ne seront pas montrées. 
 
Figure 44 : Structure et propriétés de la sonde Gd-DOTA-rhodamine-DSA.
101
 
r1 = 15 mM
-1 s-1 / r1 (HSA) = 34 mM
-1 s-1
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Citons deux autres systèmes hybrides similaires : Gd-TTDA
j
 /cyanine Cy5.5/bombésine
102
 
et Gd-DOTA/rhodamine/peptide pénétrant,
 103
 pour lesquels il est difficile de comparer les 
résultats obtenus par fluorescence et par IRM : les concentrations utilisées ne sont vraisem-
blablement pas les mêmes et les images ne sont pas enregistrées sur les mêmes échantil-
lons. 
Enfin, pour améliorer le rapport des sensibilités fluorescence/IRM, plusieurs équipes ont 
synthétisé des composés comportant plusieurs ions Gd(III), afin d’augmenter localement sa 
densité. Les structures sont plus grosses, à la limite de l’idée de small molecules et proches 
de la notion de métallostars. En 2010, Spernyak et al. proposent une porphyrine HPPH
k
 fluo-
rescente, liée à trois complexes de Gd-ADTPA
l
 : le contraste IRM est fortement augmenté 
entre les muscles et les tumeurs greffées aux souris, la fluorescence est également localisée 
sur la tumeur (figure 45).
104
 Il est à noter que cette sonde bimodale présente la particularité 
d’être également utilisable en photothérapie dynamique (PDT) via le motif HPPH. 
 
 
 
 
 
λex / λem = 525-555 / 550-700 nm  
Figure 45 : Gauche : Structure d'une sonde HPPH-3(Gd-ADTPA). Milieu : images IRM de tumeur du colon chez 
la souris et augmentation de contraste avant et après injection de la sonde. Droite : localisation de la tumeur 
par fluorescence après injection.
104
 
De part leur construction, toutes ces structures organiques/inorganiques sont limitées 
dans leur application. La partie organique de ces sondes est quasiment toujours un fluoro-
phore : les associations bimodales possibles sont réduites. Pour une bimodalité différente, 
                                                      
j
 TTDA = 3,6,10-Tri(carboxymethyl)-3,6,10-TriazaDodecanoic Acid 
k
 HPPH = 3-(1-Hexyloxyethyl)-3-devinyl PyroPHeophorbide-a 
l
 ADTPA = Aminobenzyl-DTPA 
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comme TEP/IRM, d’autres structures sont à envisager. De plus, les fluorophores organiques 
ne sont pas toujours les plus adaptés, en raison de leur photoblanchiment, de leur faible 
déplacement de Stokes et de leur faible durée de vie d’émission. Les sondes purement inor-
ganiques et leur adaptabilité évitent ces inconvénients. 
II.2.2. Sondes purement inorganiques 
Cette deuxième catégorie s’est surtout développée dans les trois dernières années. Dans 
une seule structure, deux chélatants différents, et si possible sélectifs voire spécifiques, 
complexent deux ions métalliques différents (deux ions lanthanides, un lanthanide et un 
métal de transition, deux métaux de transition). A l’heure actuelle, beaucoup de structures 
sont des « proof of concept » et toutes n’ont pas encore été testées in vitro, ni, a fortiori, in 
vivo. Elles seront présentées dans les paragraphes suivants par bimodalité choisie : ces asso-
ciations de techniques d’imagerie étant décrites de la plus représentée à la moins fréquente. 
II.2.2.1. Bimodalité fluorescence/IRM 
Bien que cette bimodalité ne soit pas forcément la plus pertinente au niveau de la sensibilité 
des deux techniques, elle a été la plus développée ces dernières années. Dès 2008, l’équipe 
de Faulkner propose un concept Re(I)/Gd(III) inédit, où les propriétés photophysiques et 
relaxométriques sont satisfaisantes.
105
 Dans cette structure, le complexe Re-bipyridine sert 
de socle pour lier un motif DO3A et chélater le Gd(III) (figure 46a). Pour améliorer ce prin-
cipe, l’équipe propose d’une part de bioconjuguer le composé au niveau du complexe de Re, 
et d’autre part de développer des réseaux multimétalliques rigides de Gd(III), censés aug-
menter la relaxivité. En 2012, cette même équipe propose deux nouvelles structures du 
même type, où le Gd(III)-DO3A est cette fois lié au complexe de Re(I)-bipyridine par 
l’intermédiaire d’un dérivé 1,2,3-triazole.
106
 La relaxivité est satisfaisante pour des composés 
de ce type puisqu’autour de 4-5 mM
-1
.s
-1
. 
En 2010, Angelovski et coll. présentent une structure possédant un chélatant macrocy-
clique de type DOTA associé à un chélatant acyclique de type tétraacide 5-
aminoisophtalamide diéthylènediamine (5A-PADDTA ; figure 46b).
107
 Le DOTA chélate au 
choix un ion Eu(III) ou un Gd(III), tandis que le 5A-PADDTA chélate un Tb(III), en jouant en 
même temps le rôle d’antenne nécessaire à la fluorescence de cet ion lanthanide : si la com-
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binaison Eu(III)/Tb(III) donne une sonde multi-couleur, la combinaison Gd(III)/Tb(III) est bi-
modale. Cependant, la constante d’affinité du ligand pour le Tb(III) est faible et l’ensemble 
est peu stable. Même si cette sonde n’est pas utilisable en imagerie en l’état, elle a permis 
de démontrer la possibilité d’une complexation séquentielle de deux lanthanides différents. 
 
 
λex / λem = 337/600 nm (H2O) 
τ = 0,24 µs 
r1 = 8,6 mM
-1
 s
-1
 
λex / λem = 297/489-545 nm (H2O) 
τ = 0,71 ms 
r1 = 5,48 mM
-1
 s
-1
 
Figure 46 : Structures et propriétés des sondes bimodales des équipes de (a) Faulkner
105
 et (b) Angelovski
107
. 
A noter qu’une autre méthode de complexation séquentielle de deux ions lanthanides a 
été proposée précédemment par Sames avec un système relativement proche (entité DTPA 
couplée à un motif DOTA) mais une stratégie de complexation légèrement différente, à sa-
voir formation des deux complexes métalliques Ln
1
-DTPA et Ln
1
-DOTA avec un même ion 
lanthanide, démétallation sélective au niveau du DTPA grâce à sa constante de stabilité plus 
faible et ses pKa différents de ceux du DOTA, et complexation du DTPA avec un ion Ln
2
 pour 
donner l’entité bimétallique Ln
1
-DOTA/Ln
2
-DTPA.
108
 Là encore, ce système n’est pas fonc-
tionnalisé et n’a pas été étudié davantage. 
Très récemment, notre équipe a mis au point un complexe Re(I)/Gd(III) construit sur le 
même modèle que la première sonde de Faulkner, en présentant l’avantage d’être fonction-
nalisée, en vue d’une potentielle bioconjugaison.
109
 Cette sonde possède ainsi un complexe 
de Re(I)-bipyridine, portant une fonction ester de méthyle hydrolysable pour être bioconju-
guée, et sur lequel est lié un ligand bipyridine polyaminocarboxylate complexant le Gd(III). 
Les propriétés photophysiques (λem = 578 nm, φ = 1,4 %) et relaxométriques (r1 = 6,6 mM
-1
.s
-
1
 à 0,47 T et 37°C) rendent cette sonde bioconjugable particulièrement intéressante (figure 
47). 
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Figure 47 : Structure de la sonde Re(I)/Gd(III) mise au point par notre équipe.
109
 
Des composés hétérobimétalliques polynucléaires sont également rencontrés. Les 
équipes de Parac-Vogt et Muller ont mis au point une structure potentiellement bimodale et 
polynucléaire. Il s’agit d’un dérivé de DTPA modifié par deux phénantrolines pouvant respec-
tivement complexer un Gd(III) et deux Ru(II), l’ion lanthanide étant introduit en premier (fi-
gure 48).
110
 La rigidité apportée par les phénantrolines confère au complexe une relaxivité 
élevée pour un complexe de Gd(III) monohydraté, puisque de 7,0 mM
-1
.s
-1
 à 20 MHz et 37°C : 
sa structure permettant une interaction avec la HSA, la relaxivité atteint 14,3 mM
-1
.s
-1
 dans 
ces conditions. Elle est cependant limitée par l’échange de molécule d’eau lent. Le rende-
ment quantique des complexes de Ru(II) est caractéristique, il atteint 4,7 %.  
 
Figure 48 : Structure et propriétés de la sonde Ru2Gd de Muller et coll.
110 
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D’autres équipes ont mis au point des structures polynucléaires, des métallostars, où le 
nombre de complexes de Gd(III) est plus important, augmentant localement leur densité et 
améliorant la relaxivité de l’ensemble. Moriggi et al. se sont inspirés des travaux de Tóth 
pour réaliser une métallostar Ru(II)-6Gd(III).
111
 En 2012, Parac-Vogt et coll. proposent quant 
à eux une métallostar Al(III)-3Gd(III).
112
 Enfin, dans la suite de ces travaux, ils ont conçu une 
métallostar tripodale, avec les mêmes métaux : le Ru(II) occupe une position centrale et un 
complexe de type Gd(III)-DOTA est présent sur chacune des trois branches de la métallostar 
(figure 49).
113
 Cette construction permet d’augmenter la densité locale en Gd(III) et donc de 
combler partiellement la différence de sensibilité existante entre l’IRM et l’imagerie optique. 
La relaxivité du composé à 20 MHz et 37°C est de 9,65 mM
-1
.s
-1
 ; le rendement quantique est 
semblable à celui de la structure précédente puisque de 4,7 %. La bioconjugaison de 
l’ensemble est assurée par une plateforme RGD placée à l’extrémité de chaque branche : les 
premiers tests in vitro montrent une interaction avec les cellules surexprimant la αvβ3-
intégrine. 
 
Figure 49 : Structure et propriétés de la métallostar RuGd3 de Parac-Vogt et coll.
113
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II.2.2.2. Bimodalité nucléaire/IRM 
Cette bimodalité a été jusqu’à présent moins étudiée. En 2011, l’équipe de Denat propose le 
concept d’une sonde Cu(II)/Gd(III), potentiellement adaptable à du 
64
Cu, dans laquelle une 
porphyrine chélate le Cu(II) et un DOTA complexe le Gd(III) (figure 50).
114
 La porphyrine et le 
DOTA ont été choisis pour la stabilité qu’ils apportent aux complexes formés. De plus, la 
porphyrine est connue pour être spontanément retenue par les tumeurs et cibler l’ADN. 
Dans ce cas-ci également, la complexation des métaux est séquentielle : le Gd(III) réagit 
d’abord avec le ligand libre DO3A, puis le Cu(II) avec le complexe formé, sachant que le 
cuivre a une affinité supérieure pour la porphyrine. Les premiers résultats ont donné une 
bonne relaxivité de 3,85 mM
-1
.s
-1
 à 300 MHz et 25°C. En revanche, les conditions opératoires 
de complexation du Cu(II) ne sont pas optimisées pour un radiomarquage au 
64
Cu(II) et au-
cun test de complexation avec l’isotope radioactif n’a été rapporté. 
 
Figure 50 : Structure potentiellement bimodale IRM/nucléaire de l'équipe de Denat.
114 
Depuis, ces études ont été poursuivies et un autre système hybride de ce type a été réa-
lisé : la porphyrine présente une fonction amine bioconjugable et la complexation rapide de 
Cu(II) froid peut intervenir en dernière étape, avec des conditions à optimiser pour un ra-
diomarquage au 
64
Cu(II).
115
 
En 2012, Kim et coll. présentent une sonde originale Gd(III)/
99m
Tc(I), où un DTPA-
bis(histidylamide) permet de complexer à la fois un Gd(III) et deux 
99m
Tc(I).
116
 Placer deux 
fois plus de radioisotopes que d’agent paramagnétique alors que la scintigraphie est plus 
sensible que l’IRM paraît surprenant, mais Kim justifie ce choix par l’utilisation en parallèle 
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d’un complexe équivalent Gd(III)/Re(I) : il est ainsi possible de pallier la différence de sensibi-
lité. S’il avance que le Re(I) est déjà connu et utilisé comme équivalent froid du 
99m
Tc(I) ra-
dioactif, et même très régulièrement utilisé pour réaliser des tests in vitro/in vivo à froid 
avant de passer à la chimie chaude, nous considérerons ici que cette sonde hétérobimétal-
lique, nécessitant une utilisation en cocktail, n’est donc pas bimodale au sens de la définition 
suivie dans ce manuscrit. Elle devait néanmoins être mentionnée, étant la première à avoir 
été testée sur petit animal. 
 
 
Figure 51 : Structure de la sonde inorganique IRM/nucléaire de Kim et coll (r1 = 7,8 mM
-1
.s
-1
, r2 = 8,5 mM
-1
.s
-1
) 
et images IRM coronaires (haut) et axillaire (bas) in vivo d’une souris avant (a et d) et une heure après (b, e) 
injection de l’agent bimodal, avec superposition de l’image TEMP correspondante (c, f).
116 
Pour répondre à l’imagerie TEP, une dernière association est disponible, entre le Gd(III) 
et le 
68
Ga(III), qui, de prime abord, demande une construction particulière du fait de l’affinité 
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de ces métaux pour les mêmes ligands. Une structure formée d’un TRAP
m
 sur lequel sont 
branchés trois dérivés DOTA permet d’y aboutir : la molécule est tout d’abord saturée avec 
Gd(III) avant de déplacer sélectivement l’ion Gd(III) chélaté par le TRAP par un Ga(III).
117
 La 
relaxivité de l’ensemble à 37°C et 20 MHz est de 5,69 mM
-1
.s
-1
. Dans ce cas-ci également, des 
images sur rat ont été réalisées pour prouver le concept (figure 52), en mélangeant les struc-
tures contenant du Ga(III) froid et du 
68
Ga(III) radioactif pour contrer la différence de sensibi-
lité entre les deux modalités d’imagerie. 
 
 
Figure 52 : Structure de l’agent 
68
GaGd3 et images obtenues sur un rat (A) avant et (B, C, D) après injection 
d’un mélange de GaGd3 et 
68
GaGd3. (B) Image obtenue en IRM, (D) en TEP et (C) fusion de B et D.
117 
                                                      
m
 TRAP = TRiAzacyclononanePhosphinic acid 
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En parallèle, une deuxième association 
68
Ga(III)/Gd(III) a été mise au point par Vologdin 
et al.
118
 Un complexe Gd(III)-DOTA, sensible aux variations de pH via une fonction sulfona-
mide, est lié à une structure AAZTA
n
 complexant sélectivement le 
68
Ga : il serait ainsi pos-
sible de quantifier in situ la concentration de cette sonde grâce à l’imagerie TEP. Des travaux 
en ce sens sont en cours. 
II.2.2.3. Bimodalité fluorescence/nucléaire 
Notre équipe s’est penchée sur cette problématique et a été finalement la première à 
présenter une sonde hétérobimétallique pour une bimodalité fluorescence/nucléaire, con-
tenant deux métaux de transition, le Re(I) et le 
99m
Tc(I) (figure 53).
119
 Le complexe de Re-
bipyridine sert, comme chez Faulkner, de socle pour lier une pince acide iminodiacétique 
(IDA) capable de chélater le 
99m
Tc. L’ensemble présente un rendement quantique de fluores-
cence de l’ordre du pourcent et une bonne stabilité vis-à-vis du compétiteur histidine : ces 
qualités le rendent particulièrement intéressant pour l’imagerie, notamment une fois bio-
conjugué. 
 
λex / λem = 352/569 nm, Ф = 0,95 % (H2O) 
Figure 53 : Structure du premier complexe dinucléaire Re(I)/
99m
Tc, potentiellement utilisable comme sonde 
fluorescence/TEMP.
119 
Enfin, très récemment, un nouvel exemple de bimodalité fluorescence/nucléaire a été 
rapporté : Ranyuk et al. ont mis au point une sonde respectivement à base d’un dérivé de 
porphyrine (phtalocyanine) complexant le Zn(II) d’une part, et d’un complexe 
68
Ga-DO3A ou 
64
Cu-NOTA d’autre part.
120
 La grande stabilité du composé Zn(II)/
64
Cu(II) a permis de réaliser 
des premiers tests de biodistribution sur petit animal. 
                                                      
n
 AAZTA = 6-Amino-6-methylperhydro-1,4-diAZepineTetracarboxylic Acid 
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II.3. Conclusion : choix de la bimodalité explorée 
Les sondes purement inorganiques offrent une plus grande diversité de bimodalité que les 
sondes organique/inorganique. Grâce à l’alternance de métaux et la mise au point de com-
plexations séquentielles, il est possible de couvrir toutes les associations d’imageries de fluo-
rescence, nucléaire et par résonance magnétique, ce qui est plus difficilement faisable avec 
les sondes organique/inorganique basée sur des small molecules. D’ailleurs, un dernier 
exemple, se situant en marge de ceux présentés auparavant, symbolise parfaitement la ri-
chesse des combinaisons d’imagerie possibles avec les entités inorganiques. Récemment, 
l’équipe de Policar a développé un système monométallique appelé SCoMPI (Single Core 
Multimodal Probe for Imaging) particulièrement intéressant, dont les caractéristiques physi-
co-chimiques lui permettent une utilisation en imagerie infra-rouge et en fluorescence.
121
 
Contrairement, aux systèmes monométalliques évoqués précédemment (page 58), c’est le 
même complexe monométallique, un complexe tricarbonylrhénium(I) de structure relative-
ment simple, qui sert de traceur infra-rouge et fluorescence. Une étude in vitro a permis de 
valider le concept. 
N
N
N
N
N3
12
Re
Cl
OC CO
CO  
  
Figure 54 : Structure du complexe de Re(I) répondant en infra-rouge et en fluorescence, et cellules MDA-MB-
231 incubées avec ce composé (a) en microscopie à champ large, (b-d) sur cartes SR-FTIR et en épifluores-
cence.
121
 
D’un point de vue de la sensibilité de modalités, il nous semble que la bimodalité op-
tique/nucléaire est la plus raisonnable lorsqu’il s’agit de small molecules : ces deux modes 
ont une réponse dès le picomolaire d’agent de contraste, à l’inverse des autres associations, 
pourtant plus étudiées. Les informations qu’ils fournissent sont complémentaires : injecter 
un agent, le repérer en scintigraphie pour définir la position d’une tumeur, pour ensuite la 
réséquer grâce à la fluorescence observée, est une idée plutôt séduisante, d’autant que les 
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complexes métalliques possèdent des propriétés photophysiques plus adaptées que la plu-
part des fluorophores organiques commerciaux. 
Cependant, l’association de deux complexes métalliques différents, n’étant générale-
ment pas commerciaux à l’inverse des fluorophores organiques, demande une synthèse plus 
ardue. De plus, elle doit permettre de conserver les propriétés individuelles de chaque com-
plexe, notamment dans le cas de complexes fluorescents susceptibles d’être « quenchés ». 
Actuellement, deux stratégies de synthèse totalement différentes sont utilisées pour assem-
bler deux entités chélatantes distinctes. La première consiste à accrocher deux systèmes 
chélatants distincts via une plateforme organique,
107,110-118,120
 alors que la seconde privilégie 
la formation d’un premier complexe métallique puis le couplage, via le métal de ce dernier, 
d’un second système chélatant.
105,106,109,119
 Il est à noter que dans la majorité des cas, les 
systèmes proposés ne sont pas fonctionnalisés, ce souci de fonctionnalisation n’étant apparu 
que très récemment.
109,115
 Trouver des méthodes de synthèse adaptée, des réactions chi-
miques rapides, efficaces, permettant d’obtenir des structures fonctionnalisées en peu 
d’étapes semble incontournable et permettrait de diversifier le panel de systèmes diagnos-
tiques bimodaux. Une solution répondant à ces critères est la chimie Click. Apparu il y a une 
dizaine d’années, ce terme, défini précisément par K. B. Sharpless dans Drug Discovery To-
day en 2003, renvoie à un groupe de réactions déjà existantes, rapides, et à haut rendement, 
comme la cycloaddition de Huisgen catalysée au cuivre(I) ou CuAAC (pour Copper(I)-
catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition).
122
 L’utilisation de cette chimie Click nous paraît ainsi 
particulièrement adaptée à notre problématique : la partie suivante tentera d’en convaincre 
le lecteur. 
III. La chimie Click 
III.1. Définition des réactions de chimie Click 
La philosophie de la chimie Click, établie dès 2001, est de prendre exemple sur la nature, qui 
construit des milliers de molécules complexes à partir d’un petit nombre de synthons de 
base pourtant très simples. A cela s’ajoute la nécessité pour le développement de nouvelles 
molécules à application médicale de proposer rapidement une diversité de structures candi-
dates, afin de trouver la plus performante : c’est alors plus la fonction que la structure en 
elle-même qui est importante.
123
 Sharpless, Kolb et Finn sont ainsi convaincus que « toutes 
Chapitre I 
74 
 
les recherches devraient se restreindre aux molécules faciles à faire ». En une dizaine 
d’années, les publications concernant la chimie Click se sont multipliées, apportant de nom-
breux nouveaux composés. Malgré les critiques affirmant que derrière cette philosophie ne 
se cachaient que des réactions déjà existantes et des préceptes évidents, la chimie Click a 
considérablement modifié la façon de concevoir de nouvelles molécules en apportant un 
éclairage sur de nouvelles approches : les structures sont à envisager comme des blocs que 
l’on assemble, à l’image des fameux Lego® (figure 55).
124
 
 
Figure 55 : Le concept de chimie Click a modifié la façon de concevoir de nouvelles molécules.
124
 
Les applications de la chimie Click sont très larges, de la synthèse organique à la re-
cherche de nouveaux leads par high throughput screening ou par screening de fragments vis-
à-vis d’enzymes ou de récepteurs cellulaires en solution ou in situ - la réaction Click s’opère 
une fois les fragments reconnus par la cible séparément, laissant imaginer un médicament 
produit uniquement après injection et reconnaissance spécifique dans l’organisme -, en pas-
sant par la chimie des matériaux et des polymères.
125,126,127
 En synthèse organique, elle per-
met la bioconjugaison de molécules à des sucres ou des bases azotées.
123
 Des structures 
sont également rapidement modifiées, comme des cyclodextrines
128
, des dendrimères
129
… 
Une réaction de chimie Click doit répondre à plusieurs critères, les premiers étant « une 
grande modularité, une application possible à de nombreux synthons différents, de hauts 
rendements, la production de très peu de sous-produits inoffensifs séparables par des tech-
niques non-chromatographiques, et une stéréospécificité (sans nécessairement 
d’énantiosélectivité) ».
123
 Les conditions de réaction doivent être simples, dans des milieux 
non-distillés et aérobiques ; les réactifs doivent être rapidement disponibles (commerciaux 
ou à synthèses courtes) ; les réactions se font sans solvant ou avec des solvants « bénins » 
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comme l’eau, ou dans des solvants facilement évaporés. Le produit formé doit être facile-
ment isolé, par recristallisation ou distillation, et résister aux conditions physiologiques qu’il 
sera amené à rencontrer. Enfin, les réactions doivent avoir une grande force motrice, de 
manière à assurer une conversion rapide et la formation sélective d’un seul produit. D’après 
Sharpless, toujours dans le même article, les meilleures réactions sont celles de fusion pure, 
où la formule brute du produit formé est strictement équivalente à la somme de la formule 
des réactifs (sans modification de liaisons σ ou, au plus, réarrangement d’atomes 
d’hydrogène), ce qui les rend indépendantes du solvant. 
Ces conditions sont souvent satisfaites par des réactions de formation de liaison C-
hétéroatome, parmi lesquelles : les cycloadditions d’espèces insaturées comme les cycload-
ditions 1,3-dipolaires ou les réactions de type Diels-Alder ; les substitutions nucléophiles de 
type ouvertures d’hétérocycles électrophiles contraints, comme les époxydes ou les aziri-
dines ; la chimie des carbonyles (hors aldols) notamment la formation de (thio)urées ; les 
additions sur des liaisons multiples carbone-carbone, comme les époxydations, dihydroxyla-
tion…
123
 
Parmi elles, une des réactions répondant le mieux à l’ensemble des contraintes est la 
cycloaddition [3+2] de Huisgen catalysée au cuivre(I), entre un azoture et un alcyne (CuAAC), 
aboutissant à la formation du 1,2,3-H-triazole disubstitué en position 1,4 uniquement. Cette 
CuAAC est la réaction de chimie Click la plus rencontrée dans la littérature et la plus utilisée 
récemment comme nous allons le voir dans le paragraphe suivant, éclipsant souvent toutes 
autres réactions. Elle est même considérée comme la crème de la crème de la chimie Click 
dans la littérature. D’ailleurs, une issue thématique de la revue Chemical Society Reviews a 
récemment été entièrement consacrée à la chimie Click, la grande majorité des articles se 
focalisant sur la CuAAC.
130
 Mais il ne faut pas perdre de vue que la chimie Click regroupe 
bien d’autres réactions intéressantes, et notamment la formation de tétrazole à partir d’un 
nitrile et d’un azoture, que nous verrons dans une deuxième partie. Par souci de concision, 
nous ne développerons pas davantage de réactions appartenant à la chimie Click. 
III.2. La réaction CuAAC : de Huisgen aux améliorations récentes 
Les cycloadditions de Huisgen renvoient à un ensemble de cycloaddition 1,3-dipolaire ; à 
savoir des réactions permettant la formation d’une grande variété d’hétérocycles à cinq 
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membres par l’attaque de dipolarophiles sur des composés 1,3-dipolaires.
131
 Parmi elles, la 
plus rencontrée dans la littérature est la réaction d’un alcyne sur un azoture pour aboutir à 
la formation d’un 1,2,3-triazole. Non sélective, elle mène généralement à deux isomères, 
comme on le voit en figure 56 : à partir d’un azoture et d’un alcyne terminaux, en chauffant, 
deux hétérocycles 1,2,3-triazole peuvent se former, selon qu’ils sont substitués en 1,4 ou en 
1,5. 
 « L’azidophobie » a ralenti dans un premier temps l’utilisation de cette réaction : les pe-
tites molécules azoturées sont en effet sensibles au choc et potentiellement explosives. La 
« règle des six », selon laquelle six atomes de carbone ou d’autres éléments de même taille 
stabilisent suffisamment un groupement azoture, permet pourtant une utilisation sereine 
lorsque des précautions de bon sens sont prises.
123
 Il faut attendre 2002 et la découverte en 
parallèle par l’équipe de Meldal
132
 et celle de Sharpless
133
 de la catalyse par le cuivre(I) de 
cette réaction pour que son potentiel soit pleinement exploité : cette catalyse permet en 
effet de n’obtenir qu’un seul régioisomère, le 1,2,3-triazole disubstitué en 1,4, à partir des 
azoture et alcyne terminaux d’origine variée (figure 56).  
 
Figure 56 Cycloaddition de Huisgen non sélective activée thermiquement (à gauche) et catalysée au Cu(I) 
pour ne donner que le 1,2,3-triazole 1,4-disubstitué (à droite). 
Meldal et coll. proposent une cycloaddition avec de nombreux azotures différents sur 
support solide et un halogénure de cuivre(I) en tant que catalyseur, dans des solvants orga-
niques variés (acétonitrile, dichlorométhane, toluène…) : les rendements sont très souvent 
supérieurs à 95 % et les conditions de réaction sont adaptables à la synthèse de peptides, le 
triazole mimant les propriétés d’une liaison peptidique.
134
 Ils précisent également que le 
sulfate de cuivre(II) ne catalyse pas la réaction. Sharpless et coll., quant à eux, produisent le 
catalyseur de Cu(I) in situ, à partir de sulfate de Cu(II) réduit par de l’ascorbate de sodium. 
Les rendements sont tous autour de 90 %, quels que soient les réactifs. Les solvants qu’ils 
utilisent sont le tert-butanol, l’éthanol et même l’eau, en différentes proportions, et le plus 
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souvent à température ambiante. Ces deux dernières propriétés jouent d’ailleurs un grand 
rôle pour le développement par la suite de la CuAAC dans le cadre de la « chimie verte ». 
Dans les deux cas, les auteurs n’élucident pas complètement le mécanisme, mais suppo-
sent dans un premier temps l’utilisation d’un seul Cu(I) par cycle catalytique. Au début du 
cycle, le Cu(I) se lie de toute évidence à la fonction alcyne et permet de la polariser, de ma-
nière à réagir avec l’azoture 1,3-dipolaire ; un intermédiaire pseudo-cycle à six atomes est 
envisagé, avant de libérer le 1,2,3-triazole 1,4 disubstitué (figure 57).
135,136
 
 
Figure 57 : Premier mécanisme abordé, où un seul Cu(I) intervient dans le cycle catalytique.
136 
Il faut attendre 2005 pour que Finn et coll. proposent un deuxième mécanisme possible, 
impliquant cette fois-ci deux atomes de cuivre.
137
 En effet, les études cinétiques menées ne 
correspondent pas toujours à une catalyse par un seul Cu(I), notamment lorsque les quanti-
tés de Cu(I) sont augmentées jusqu’à saturation : il apparaît dans ce cas que deux atomes de 
cuivre et deux alcynes catalysent ensemble la réaction (figure 58a). Cette hypothèse est ap-
puyée par des calculs de DFT.
137
 Dans le cas particulier du phénylpropargyle réagissant avec 
un excès d’azoture de phényle, un intermédiaire à trois atomes de cuivre a même été isolé 
(sous forme de sel de triflate, figure 58b). Finalement, il n’existe pas, pour l’instant, de règle 
générale, le cycle catalytique suivi par une réaction est dépendant de nombreux facteurs 
dont on ne connaît pas encore toute l’influence (nature des réactifs, natures des solvants, 
proportions utilisées, mode de chauffage…).
137
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Figure 58 : A gauche (a) cycle catalytique de la CuAAC impliquant deux atomes de cuivre et à droite (b) struc-
ture d'un intermédiaire trinucléaire dans le cas d'une CuAAC entre phénylpropargyle et azoture de phé-
nyle.
137 
La présence d’un « co-catalyseur » dans les CuAAC est intéressante : il est effectivement 
possible d’accélérer ce type de réaction en utilisant des ligands supplémentaires, souvent 
azotés, phosphorés ou soufrés. Il s’agit de stabiliser in situ le Cu(I) en le protégeant de 
l’oxydation en milieu aérobique, et éventuellement d’améliorer sa solubilité dans le solvant. 
Les polybenzimidazoles, les polybenzothiazoles et les polybenzotriazoles semblent conve-
nir
138
 : parmi eux, la TBTA
o
 mise au point en 2004, est une des plus performantes.
139
 Elle ché-
late le Cu(I) mais le relargue suffisamment rapidement pour permettre au cycle catalytique 
de recommencer. Il existe autant de ligands que de CuAAC différentes : dans le cas de cy-
cloaddition avec des iodoalcynes, la TTTA
p
 est par exemple beaucoup plus adaptée que la 
TBTA, puisqu’elle permet d’atteindre des rendements de plus de 90 % là où la TBTA ne don-
nait que 60 %.
140
 
Il est à noter qu’il existe désormais des cycloadditions entre un azoture et un alcyne 
n’utilisant pas de Cu(I). Elle requiert une cyclooctyne rigide, permettant à la réaction d’avoir 
lieu sans catalyseur. Cette SPAAC (pour Strain-Promoted Azide-Alkyne Cycloaddition) ne sera 
pas développée davantage dans ce manuscrit. 
                                                      
o
 TBTA = Tris(Benzyl-1H-1,2,3-Triazolylmethyl)Amine 
p
 TTTA = Tris(1-Tert-butyl-1H-1,2,3-Triazolylmethyl)Amine 
(a)
(b)
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III.3. La synthèse de tétrazoles par chimie Click : une réaction méconnue 
Les réactions de chimie Click citées sont généralement la CuAAC, suivie des réactions de 
Diels-Alder et des additions de Michaël. Il est beaucoup plus rarement fait mention de la 
synthèse de tétrazoles à partir de nitriles et d’azotures. Or, cette synthèse correspond en 
tout point à la philosophie de la chimie Click et mérite qu’on s’y intéresse : le tétrazole mo-
nosubstitué (5-tétrazole, figure 59) est une fonction équivalente d’un acide carboxylique, 
avec un pKa généralement aux environs de 4,5, et peut être utilisé dans des biomolécules en 
tant que mime de COOH, avec des propriétés de solubilité similaires. De plus, son azote sup-
plémentaire vis-à-vis du triazole, propose plus de possibilités de coordination d’ions métal-
liques.
141
 
 
Figure 59 : Structure et numérotation du 5-tétrazole. 
La synthèse de tétrazole se fait le plus souvent par une cycloaddition anionique, avec 
trois composants : un nitrile, le sel NaN3 et une amine, en présence d’un catalyseur, en géné-
ral un acide de Lewis, permettant de produire en quantité catalytique l’acide hydrazoïque 
HN3 réactif. Dans ce cas, un hydrogène est en équilibre entre les positions 1 et 2 du cycle à 5 
membres formé. Dans le cas d’une cycloaddition neutre, à l’aide d’un azoture organique, 
deux isomères sont obtenus (1,5 et 2,5, figure 60) : les proportions entre ces deux régioiso-
mères sont variables, en fonction de l’encombrement stérique et des effets inductifs du 
substituant R utilisé, l’état de transition TS1 étant préféré avec un R électro-attracteur.
142, 143
  
 
Figure 60 : Cycloaddition neutre, dans le cas d'un azoture organique.
143 
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La cycloaddition entre un nitrile et azoture organique est la plus difficilement réalisable 
des deux : Sharpless et coll. ont démontré qu’il existait une barrière énergétique infranchis-
sable tant que le nitrile n’est pas suffisamment activé. Ainsi, les seuls cas référencés de cy-
cloaddition avec des azotures organiques se font sur un nitrile en α d’un groupement sulfo-
nyle
144
, en α d’un acide aminé
145
, ou dans le cas de cycloaddition intramoléculaire.
146
 En re-
vanche, dans ces conditions, la réaction est régiosélective et seuls les isomères 1,5 sont ob-
tenus
145
 : le mécanisme de la réaction est concerté, le choix de l’isomère formé dépendant 
uniquement de l’énergie des états de transition rencontrés. 
Il est ainsi plus fréquent de rencontrer les cycloadditions anioniques, et ce depuis le dé-
but du XX
ème
 siècle. A l’époque, l’azoture en présence du nitrile en solution en solvant apro-
tique était chauffé à plus de 100°C. A l’heure actuelle, l’utilisation de sels d’ammonium dans 
ces mêmes solvants permet de chauffer beaucoup moins. Il est également possible de tra-
vailler en solvant protique ou en milieu acide, pour activer l’azoture sous forme d’acide hy-
drazoïque. Ces différentes conditions passent par trois mécanismes distincts, décrits par 
Sharpless.
143
 En solvant aprotique et sans acide de Lewis, selon les effets inductifs de R, la 
cycloaddition [2+3] peut se faire directement ou en deux étapes, la première étant l’attaque 
de l’azoture sur l’alcyne, passant par l’intermédiaire a présenté en figure 61, avant la ferme-
ture du cycle. En présence d’un sel d’ammonium protique, la cycloaddition se fait en deux 
étapes uniquement, l’azoture étant particulièrement activé. C’est cette fois l’état de transi-
tion b en figure 61 qui est observé. Ce même état de transition est rencontré lors d’une acti-
vation par un acide de Lewis. 
 
Figure 61 : Etats de transition calculés par Sharpless en cas de cycloaddition anionique (a) en solvant apro-
tique, (b) avec un sel d'ammonium protique.
143
 
Les réactions les plus récentes se tournent donc vers l’utilisation de sels d’ammonium 
comme NH4Cl dans des solvants organiques comme le DMF, le toluène, pour activer 
l’azoture avant réaction ou in situ. Certaines sont également activées par un acide de Lewis 
métallique ou non. Le tableau 2 regroupe quelques unes des conditions les plus rencontrées 
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dans la littérature pour la synthèse de 5-tétrazoles. Nous n’insisterons pas davantage sur les 
réactions utilisant des azotures d’aluminium, de triméthylsilyle, de trialkylétain. En revanche, 
il est important de noter que les conditions proposées par Sharpless suivent les principes de 
la chimie Click. Dans le tableau 2, c’est la seule réaction à pouvoir légitimement rejoindre 
cette philosophie. 
Azoture et sels Acide de Lewis T (°C) Solvant Références 
NH4N3 - 120-125 DMF Lofquist, 1958
147
 
NaN3, NEt3Cl - TA N-méthylpyrrolidinone Bernstein et Vacek, 1987
148
 
NaN3, NEt3.HCl - 30-115 toluène Koguro, 1998
149
 
NaN3, NH4Cl - 125 DMF Mazzanti, 2012
150
 
NaN3 BF3 TA DMF Shechter, 1996
151
 
NaN3 ZnBr2 100 i-PrOH/H2O Sharpless, 2001
152
 
Me3SnN3 - 110 toluène Duncia, 1991
153
 
TMSN3 (CH3)3Al 80 toluène Huff et Staszak, 1993
154
 
Tableau 2 : Conditions régulièrement rencontrées dans la littérature pour la synthèse de 5-tétrazoles. 
III.4. L’intérêt de la chimie Click pour l’imagerie médicale 
La chimie Click permet de lier rapidement et sélectivement deux entités via la formation 
d’un hétérocycle à cinq, comme le 1,2,3-triazole 1,4-disubstitué et le 5-tétrazole. Cette ca-
ractéristique est particulièrement intéressante pour l’imagerie médicale. Elle permet en ef-
fet tout d’abord de bioconjuguer rapidement un agent de contraste non ciblant avec une 
biomolécule d’intérêt, pour une application spécifique,
 155,156
 ou à l’inverse de marquer faci-
lement une biomolécule pour un suivi en imagerie.
 157,158
 La CuAAC (et la SPAAC) sont en 
effet des réactions bioorthogonales, n’interagissant pas avec les activités biologiques des 
biomolécules, sélectives, avec des conditions de réaction biocompatibles in vitro, voir in situ.
 
159
 De plus, les hétérocycles azotés formés présentent des propriétés chélatantes via les 
atomes d’azote disponibles, permettant d’envisager la complexation de métaux d’intérêt 
dans l’imagerie. Cette particularité a notamment été récemment développée par Schibli et 
coll. avec les métaux de transition de type M(CO)3
+
 (M = Re, 
99m
Tc) : c’est l’approche « Click-
to-chelate ».
160
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Approche « Click-to-chelate » 
La notion de « Click-to-chelate » a donc été mise au point en 2006 par Schibli et coll..
160
 Par-
tant du postulat que l’histidine, un acide aminé naturel, est un très bon chélatant du cœur 
99m
Tc(CO)3 (et de son équivalent rhénié) grâce à son noyau imidazole disubstitué en 1,4, ils 
ont synthétisé un équivalent avec un motif triazole, en une seule étape, complexant le 
99m
Tc 
dans la foulée. L’azote en position 3 dans le triazole, la fonction amine et l’acide carboxy-
lique de la structure permettent en effet de complexer le 
99m
Tc de manière stable.  
 
Figure 62 : Schéma général de l’approche « Click-to-chelate ». (a) CuSO4, ascorbate de sodium, H2O, 15 h à 
25°C ou 30 min à 100°C ; (b) [
99m
Tc(H2O)3(CO)3]
+
, tampon PBS, pH 7,4, 30 min à 100°C.
160
 
L’application de ce concept est large, puisqu’elle permet de radiomarquer les quatre 
grands types de biomolécules existants : les sucres, les peptides et anticorps, les acides nu-
cléiques et les lipides.
160
 Les fonctions chélatantes ne sont pas non plus limitées à une amine 
et un acide carboxylique. Schibli a pu montrer qu’une grande palette de ligands est adap-
table à l’approche « Click-to-chelate » : les ligands contiennent des atomes d’oxygène, 
d’azote et de soufre donneurs (figure 63)
161
 et permettent de complexer des métaux comme 
le Re(I), l’Ir(III), le Pt(I), le Fe(II), le Zn(II)…
162
 
Pour montrer l’avantage de sa méthode vis-à-vis des chélatants habituels, Schibli a 
comparé la synthèse de deux acides foliques modifiés, l’un par l’histidine, l’autre par son 
équivalent 1,2,3-triazole.
163
 La synthèse du premier demande cinq étapes, alors que celle du 
second seulement deux : le rendement global est respectivement de 7 % et 80 % environ. Le 
radiomarquage avec 
99m
Tc s’effectue de la même manière et avec la même efficacité dans 
les deux cas. Cependant, un raccourci important peut être pris dans le cas du triazole : la 
réaction Click de cycloaddition et la complexation peuvent se faire en one-pot, le marquage 
se faisant préférentiellement sur le triazole et non sur l’azoture libre. Les essais in vitro et in 
vivo ont donné des résultats similaires entre les deux acides foliques modifiés. Le concept 
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« Click-to-chelate » montre à travers cette étude tout son potentiel, Schibli le qualifiant lui-
même de « méthode choix » pour le développement de nouveaux radiopharmaceutiques. La 
récente revue de Mindt le confirme : en moins de dix ans, la « Click-to-chelate » a été appli-
quée à des dizaines de molécules pour obtenir autant de radiotraceurs et toutes les pistes ne 
sont pas encore explorées.
164
 
 
Figure 63 : Exemples de "Click-to-chelate" à partir de ligands de différentes natures pour la complexation de 
Re(CO)3, équivalent froid de 
99m
Tc(CO)3.
161 
Parmi les pistes étudiées, on peut remarquer la synthèse de di-1,2,3-triazoles à partir de 
précurseurs dialcynes : la structure obtenue peut contenir avec une synthèse asymétrique 
jusqu’à quatre entités différentes, à savoir un complexe de 
99m
Tc et trois autres fonctionnali-
sations. Schibli propose d’intégrer un sucre pour une bioconjugaison, mais aussi des fluoro-
phores, dans le but d’obtenir une sonde bimodale fluorescence/TEMP.
165
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Figure 64 : « Click-to-chelate » pour la formation de di-1,2,3-triazoles chélatants et fonctionnalisés.
165 
Ce principe ne s’applique pas exclusivement aux métaux de transition ni au triazole. Il 
est en effet possible de complexer des lanthanides après une réaction Click, qu’elle forme 
des groupements 1,2,3-triazole 1,4-disubstitué ou des hétérocycles 5-tétrazole. Les équipes 
de Facchetti et Pagani proposent dès 2004 des ligands bidentes de type pyridine-tétrazole, 
s’organisant par trois pour chélater les ions Ln(III).
166
 Le grand nombre de molécules d’eau 
participant à la coordination de l’ion Gd(III) confère une grande relaxivité à l’ensemble, mais 
il est moins stable que les agents de contraste courant, de par sa structure acyclique. En pa-
rallèle, l’équipe de Mazzanti utilise des bis-tétrazolylpyridine qui offrent les mêmes proprié-
tés avec des complexes organisés en hélice.
150
 Il est à noter que le problème majeur de ces 
composés est leur faible solubilité dans l’eau, nécessitant l’utilisation de co-solvant comme 
l’acétonitrile ou le diméthylsulfoxyde. Chez Mazzanti, cet inconvénient peut être partielle-
ment contourné en changeant de contre-ion (triéthylammonium, trioctylammonium…). 
 
 
Figure 65 : Complexes d’ions lanthanides avec des ligands obtenus par chimie Click. A gauche, complexe à 
ligands pyridine-tétrazole de Facchetti et Pagani ; à droite, complexe à ligands ditétrazolylpyridine de Maz-
zanti.
150,166
 
IV. Conclusion / Projet de recherche 
L’évolution de l’imagerie biomédicale semble se tourner vers la multimodalité afin de cumu-
ler les avantages de chaque mode d’imagerie et en limitant leurs inconvénients. La concep-
tion de sondes intrinsèquement bimodales est une des voies suivies pour ce faire. Parmi les 
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bimodalités envisageables dans l’imagerie dite conventionnelle – à savoir l’IRM, la scintigra-
phie TEP ou TEMP et l’imagerie de fluorescence –, l’association fluorescence/nucléaire nous 
paraît la plus pertinente. Leur sensibilité est comparable et les informations obtenues sont 
complémentaires du point de vue de l’échelle atteinte. Pour répondre à la difficulté de cons-
truction de telles sondes, la chimie Click paraît être un bon choix, à travers notamment la 
CuAAC et la formation de tétrazoles. Rapides et efficaces, ces réactions permettent 
d’obtenir des hétérocycles de type 1,2,3-triazole 1,4 disubstitué et 5-tétrazole substitué, 
jouant à la fois un rôle de connecteur, soit entre deux structures « monomodales », soit 
entre une sonde et une biomolécule, mais également de chélatant puisqu’ils complexent des 
métaux de transition comme le Ru(II), le Re(I) et le 
99m
Tc(I), et des ions lanthanides Ln(III). 
Certains complexes formés à base de ces ligands ont d’ailleurs déjà montré des propriétés de 
fluorescence intéressantes pour l’imagerie de fluorescence et une stabilité compatible avec 
l’imagerie nucléaire. 
Récemment, notre équipe a montré que des ligands bidentes de type 2-(1,2,3-1H-
triazol-4-yl)pyridine ou pyta complexent les métaux de transition, comme le rhénium(I) (fi-
gure 66).
167
 Les propriétés de fluorescence du complexe [Re)(CO)3(pyta-COOMeCl] obtenu 
sont comparables à celle du complexe à base de bipyridine correspondant, rendant ce com-
posé potentiellement applicable à l’imagerie cellulaire de fluorescence. La fonction ester de 
méthyle permet d’envisager une bioconjugaison. Notre équipe a aussi mis au point le pre-
mier complexe dinucléaire Re/
99m
Tc déjà abordé précédemment, comme potentiel agent de 
contraste en imagerie fluorescence/TEMP : le complexe de Re-bipyridine sert de socle, pour 
lier une pince IDA via une pyridine ancillaire modifiée et complexer le 
99m
Tc.
119
 Cette preuve 
de concept a uniquement permis de vérifier la possibilité d’une telle association. En re-
vanche, en vue de futures études biologiques, sa fonctionnalisation est primordiale. 
 
 
Figure 66 : Structure des précédentes sondes à base de rhénium synthétisées au laboratoire.
119,167
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Cumulant nos expériences, nous avons souhaité développer une sonde similaire en 
remplaçant la bipyridine par un motif pyta fonctionnalisé et bioconjugable (figure 67, sys-
tème I). La synthèse, les études photophysiques, de stabilité et les premières évaluations 
biologiques in vitro seront présentées dans le chapitre II. 
 
Figure 67 : Structure du système I envisagé. 
Dans le cadre de recherches portant sur l’élaboration de sondes luminescentes à base 
d’ions lanthanides - essentiellement Eu(III) et Tb(III) - utilisables dans le domaine de la biolo-
gie, notre équipe a démontré la capacité de chromophores bidentes polyazotés du type N,C-
pyrazolylpyridine à photosensibiliser efficacement l’ion Tb(III) (figure 68).
84 
Ce type de chro-
mophore connecté à une structure chélatante acyclique ou macrocyclique de manière endo- 
ou exocyclique a en effet conduit à des complexes de Tb(III) particulièrement stables en mi-
lieu aqueux et hautement luminescents (Φ = 41 - 49 %). La structure macrocyclique DO3A à 
N,C-pyrazolylpyridine exocyclique apporte de plus une protection totale de l’ion Ln(III) com-
plexé compte tenu de ses neuf fonctions coordinantes. 
 
Figure 68 : Ligands macrocycliques et acyclique à chromophore N,C-pyrazolylpyridine développés au labora-
toire, pour la complexation et la sensibilisation d’ions Eu(III) et Tb(III). 
Récemment, les chromophores tridente ou bidente de type pyridine-triazole et pyridine-
tétrazole ont montré à la fois une bonne stabilisation et sensibilisation des ions Ln(III), 
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comme Mazzanti avec le motif ditétrazolylpyridine vu précédemment.
150
 Mais les structures 
actuelles n’offrent pas de bonne stabilité ou/et solubilité dans l’eau, et sont utilisables à 
l’état solide ou dans des solvants organiques. Nous avons ainsi souhaité y remédier avec 
l’évaluation des motifs chromophores bidentes du type pyridine-triazole (pyta) et pyridine-
tétrazole (pytz) connectés sur une plateforme DO3A. Dans un premier temps, nous nous 
sommes donc intéressés à la synthèse de ligands macrocycliques DO3A-pyta-R et DO3A-pytz-
R (figure 69, système II) ainsi qu’à l’étude photophysique de leurs complexes luminescents 
avec les ions Eu(III) et Tb(III) notamment (figure 69, approche mononucléaire).  
 
 
Figure 69 : Structures envisagées (système II) pour complexer un ion Ln(III) et un métal de transition pour 
une imagerie mono- et bimodale. 
Ces motifs pyta et pytz étant également des chélatants d’ions Re(I) à part entière, nous 
avons ensuite envisagé d’utiliser les mêmes structures DO3A-pyta-R et DO3A-pytz-R pour la 
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complexation hétérobinucléaire d’ions Ln(III) ou assimilés (M1
3+
) au sein du macrocycle 
DO3A heptadente et d’un métal de transition (M2
+
) de type Re(I) par le motif bidente pyta 
ou pytz. En jouant sur l’ordre des complexations séquentielles et le type d’ions métalliques 
complexés, il serait ainsi possible de réaliser des sondes hétérobimétalliques variées poten-
tiellement bimodales pour des associations nucléaire/fluorescence ou IRM/fluorescence par 
exemple (figure 69, approche binucléaire). La synthèse de complexes hétérobimétalliques d-
f avec les associations d’ions « froids » Re(I)/Ln(III) (Ln = Eu, Gd, Yb) seront envisagées en fin 
de chapitre III. Toutefois, faute de temps, ces recherches n’ont pas pu être menées à leur 
terme et seuls des résultats préliminaires à partir du ligand DO3A-pyta-R seront présentés. 
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V. Annexes 
V.1. Agents de contraste IRM commerciaux 
 
Ligands acycliques 
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Ligands macrocycliques 
 
 
Contrastophores commerciaux et caractéristiques 
Complexe 
Nom com-
mercial 
Laboratoire 
AMM 
(FDA) 
Application 
r1  
[mM
-1
.s
-1
] 
[Gd(DTPA)(H2O)]
2-
 Magnevist 
Schering-
Plough 
1988 Corps entier 3,3 
[Gd(DTPA-BMA)(H2O)] Omniscan GE Healthcare 1993 Corps entier 3,3 
[Gd(DTPA-BMEA)(H2O)] Optimark Mallinckrodt 1999 Corps entier 3,8 
[Gd(BOPTA)(H2O)]
2-
 Multihance Bracco 2004 CNS* / Foie 4,0 
[Gd(DTPA-EOB)(H2O)]
2-
 
Eovist / 
Primovist 
Schering-
Plough 
2008 
Foie /  
Corps entier 
4,7 
[Gd(DTPA-DPCP)(H2O)]
3-
 
Ablavar /  
Vasovist 
Lantheus Me-
dical 
2008 Corps entier 5,2 
[Gd(DOTA)(H2O)]
2-
 
Dotarem / 
Artirem 
Guerbet 1989 Corps entier 2,9 
[Gd(HP-DO3A)(H2O)] ProHance Bracco 1992 Corps entier 2,9 
[Gd(DO3A-butrol)(H2O)] Gadovist 
Schering-
Plough 
2011 Corps entier 3,3 
Tableau 3: Relaxivités à 37°C et 1,5 T des principaux agents de contraste gadoliniés commerciaux (* : Système 
Nerveux Central), d’après M. Rohrer, H. Bauer, J. Mintorovitch, M. Requardt, H.J. Weinmann, Invest Radiol., 
2005, 40 (11), 715-724 
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V.2. Radioisotopes pour l’imagerie nucléaire (clinique ou en développement) 
 
Imagerie TEMP 
Radioisotope Rayonnement Demi-vie Production Emax [keV] 
131
I γ, β
-
 8,0 j 
Réacteur 
130
Te/
131
I 
334, 606 
111
In γ 67,2 h 
Cyclotron  
111
Cd/
111
In 
171, 245 
123
I γ 13,2 h 
Cyclotron 
127
I/
123
Xe 
159 
99m
Tc γ 6,02 h 
Générateur 
99
Mo/
99m
Tc 
140 
 
 
Imagerie TEP 
Radioisotope Rayonnement Demi-vie Production Emax [keV] 
15
O β
+
 2,07 min 
Cyclotron 
15
N/
15
O 
1732 
13
N β
+
 9,96 min 
Cyclotron 
13
C/
13
N 
1190 
11
C
 
β
+
 20,0 min 
Cyclotron 
14
N/
11
C 
960 
64
Cu β
+
 12,7 h 
Cyclotron 
64
Ni/
64
Cu 
653 
18
F β
+
 1,83 h 
Cyclotron 
18
O/
18
F 
640 
68
Ga β
+
 68 min 
Générateur 
68
Ge/
68
Ga 
1190 
86
Y β
+
 14,7 h 
Cyclotron 
86
Sr/
86
Y 
1250 
124
I β
+
 4,2 j 
Cyclotron 
124
Te/
124
I 
2130 
89
Zr γ, β
+
 78,4 h 
Cyclotron 
89
Y/
89
Zr 
396 
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V.3. BFC et radiopharmaceutiques courants 
V.3.1. Types de BFC avec 
99m
Tc et complexes correspondants 
 
Cœurs de 
99m
Tc. De gauche à droite : 
99m
Tc=O, 
99m
TcΞN, 
99m
Tc-HYNIC (HYdrazinoNICotinic 
acid) et 
99m
Tc-(CO)3 (réf. 28) 
  
  
 
V.3.2. Radiopharmaceutiques avec 
111
In 
 
Structures chélatantes de l’
111
In 
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Exemple type de radiopharmaceutique à base d’
111
In (réf. 28) 
 
 
V.3.3. Radiopharmaceutiques avec 
64
Cu 
 
Structures chélatantes du 
64
Cu 
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V.3.4. Radiopharmaceutiques avec 
68
Ga 
 
Structures macrocycliques dérivés du DO3A, chélatantes du 
68
Ga 
N N
NN
COOH
HOOC
COOH
N
H
O
H
N
O
N
H
O
H
N
O
R2
HN
O
NH
H
N
O
N
H
O
OH
H
NR1
O
OH
S
S
NH2
DOTATOC
DOTATATE
DOTANOC
R2 =
R2 =
R2 =
OH
R1 = ‐CH2OH
R1 = ‐CH2COOH
R1 = ‐CH2OH
 
Complexes à ligands acycliques dérivés de l’EDTA 
 
Structure de [
68
Ga]scVEGFR2-PEG-HBED-CC et image microTEP d'une souris por-
teuse d'une tumeur HT29 ayant reçu une injection de [
68
Ga]scVEGFR2-PEG-HBED-
CC (1,5 heure après injection ; la flèche désigne la tumeur).
 168
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CHAPITRE II 
COMPLEXE BINUCLÉAIRE 99mTc/Re : 
SYNTHÈSE, PHYSICO-CHIMIE ET PREMIÈRES ÉVALUATIONS BIOLOGIQUES 
 
Dans ce chapitre sera présentée la première structure fonctionnalisée d’un complexe hétéro-
bimétallique 
99m
Tc/Re potentiellement utilisable en tant que sonde diagnostique bimodale 
imagerie nucléaire/imagerie de fluorescence. 
 
Après avoir détaillé le modèle référence sur lequel ce travail est basé et notamment ex-
pliquer le choix du motif pyta en vue de la mono-fonctionnalisation de notre composé, ce 
chapitre sera organisé comme suit : (i) la synthèse multi-étapes du complexe hétérobimétal-
lique 
99m
Tc/Re et de son analogue dirhénié ainsi que leurs caractérisations, (ii) les études pho-
tophysiques du composé Re/Re, (iii) les études biologiques du radiocomplexe 
99m
Tc/Re (stabi-
lité vis-à-vis de compétiteurs naturels) et de l’analogue Re/Re (cytotoxicité, marquage cellu-
laire). 
Une dernière partie sera consacrée à deux études menées en parallèle à ce projet, études 
qui consistent à développer d’autres complexes binucléaires et/ou une méthode de synthèse 
générale d’accès à ce type de composés potentiellement utilisables en imagerie bimodale 
 
N.B. : Pour une lecture plus aisée, l’ensemble des structures des molécules synthétisées rela-
tives à ce chapitre se trouvent en annexe VIII.3 p. 168 
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I. Du modèle référence au choix du motif pyta 
I.1. Description de la structure référence 
Le complexe 99mTc/Re développé par A. Boulay au laboratoire a permis, comme évoqué dans 
le chapitre I et comme représenté ci-dessous, de démontrer la faisabilité de construire une 
entité organométallique bimétallique à base de technétium-99m(I) et de rhénium(I) pour 
une potentielle utilisation en tant que sonde bimodale TEMP/optique.1 Succinctement, ce 
composé est constitué de deux entités distinctes : un complexe rhénié fluorescent de type 
[Re(CO)3(bipy)(pyridine)]
+ (encadré en bleu ci-dessous) et une entité technétiée radioactive 
de type [99mTc(CO)3(IDA)]
- (encadrée en rouge ci-dessous), IDA étant l’acronyme anglais 
d’IminoDiacetic Acid, acronyme que nous utiliserons dans la suite de ce chapitre pour dési-
gner cette pince chélatante. Les deux blocs sont reliés l’un à l’autre par un motif pyridinique. 
 
Figure 1 : Complexe modèle développé au laboratoire.
1 
I.1.1. Choix des métaux, degré d’oxydation 
Le rhénium et le technétium appartiennent à la famille des métaux de transition du groupe 7 
du tableau de Mendeleïev, leur configuration électronique étant respectivement [Kr] 4d5 5s2 
et [Xe] 4f14 5d5 6s2. Le choix de ces deux métaux ainsi que le degré d’oxydation +I ne sont pas 
anodins. En effet, la liste MICAD mise à jour au 27 juin 2013 permet de voir que le nombre 
de complexes de technétium-99m pour l’imagerie nucléaire, approuvés ou en cours d’étude 
sur le petit animal et/ou l’homme, représente 10 % du nombre total d’agents de contraste, 
comprenant les agents optiques, IRM, ultrasons… . Le technétium-99m, découvert en 1937 
Chapitre II 
106 
 
par E. Segré et C. Perrier,2 est obtenu dans les services de médecine nucléaire sous la forme 
de pertechnétate de sodium, [Na][TcO4], le technétium étant au degré d’oxydation +VII. Une 
opération de réduction est alors nécessaire pour former des radiopharmaceutiques à base 
de technétium-99m stables in vivo. Ces derniers sont le plus souvent au degré d’oxydation 
+V (cœur TcO3+, cœur TcN2+, HYNICa) ou au degré d’oxydation +I (cœur Tc(CO)3
+), comme 
illustré figure 2. Si les radiopharmaceutiques de degré d’oxydation +V ont longtemps été les 
plus développés, la recherche privilégie depuis une quinzaine d’années les composés à base 
de technétium +I, sous forme de cœur tricarbonylé, Tc(CO)3
+, ce dernier étant obtenu très 
facilement à partir d’un kit commercial initialement développé par Schibli et Alberto3 (kit 
Isolink®, Mallinckrodt) et conduisant à des complexes d’une excellente stabilité in vivo en 
raison de leur grande inertie cinétique.  
    
Figure 2 : Représentation schématique de radiopharmaceutiques technétiés à cœur 
99m
TcO
3+
, 
99m
TcN
2+
, de 
type HYNIC, à cœur 
99m
Tc(CO)3
+
. 
En imagerie nucléaire, le rhénium a pendant longtemps été cantonné au rôle d’analogue 
froid (non radioactif) du technétium-99m, les complexes de rhénium permettant de déter-
miner indirectement la structure du complexe technétié correspondant, par co-injection 
HPLC des deux entités métalliques. Toutefois, deux utilisations possibles du rhénium ont 
redonné un grand intérêt à cet élément : d’une part, les radio-isotopes 186Re (1,07 MeV, 
émetteur β-, t½ 90 h) et 
188Re (2,12 MeV, émetteur β-, t½ 17 h) sont potentiellement utili-
sables en radioimmunothérapie interne pour l’irradiation sélective de masses tumorales ; 
d’autre part, certains degrés d’oxydation du rhénium, notamment le degré +I sous forme de 
cœur Re(CO)3
+ judicieusement complexé, peuvent conduire à des complexes fluorescents, 
pour l’imagerie de fluorescence. 
                                                      
a HYNIC = HYdrazinoNICotinic acid 
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I.1.2. Motifs chélatants ; stratégie de synthèse 
Les cœurs M(CO)3
+ (M = 99mTc ou Re), complexés par les ligands bidentes ou tridentes, con-
duisent à des entités métalliques fac-octaédriques. Schibli et al. ont démontré que les com-
plexes tricarbonylés de technétium-99m formés à partir de ligands tridentes présentaient 
une meilleure stabilité in vivo que ceux issus de ligands bidentes.4 Si de nombreuses struc-
tures ont été développées, la grande majorité d’entre elles comportent des caractéristiques 
structurales similaires, notamment au niveau de la nature des bras complexants, ces der-
niers étant principalement des amines hétérocycliques aromatiques et/ou des fonctions car-
boxylates (figure 3). Dans le cadre du modèle référence, la structure chélatante tridente IDA 
a été choisie, le complexe de technétium-99m correspondant étant stable in vivo et les fonc-
tions carboxylate apportant une bonne solubilité du complexe en milieu physiologique.4 
 
Figure 3 : Exemples de chélatants bidentes et tridentes complexant les cœurs M(CO)3
+
 (M = 
99m
Tc, Re ; R = 
biomolécule)
4
. 
Si les ligands présentés ci-dessus sont également adaptés à la complexation des cœurs 
tricarbonylrhénium(I), Re(CO)3
+, la présence d’un chromophore est indispensable pour une 
utilisation de ces complexes de rhénium en imagerie de fluorescence, via la bande MLCT de 
l’ensemble. Généralement, les chromophores les plus utilisés sont des polyamines de type 
bis-imine dérivées de motifs bipyridine ou phénantroline (figure 4).5,6,7 Les complexes de 
rhénium sont de formule générale [Re(CO)3(bis-imine)(L)], L étant un halogène ou une amine 
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hétéroaromatique. Rappelons que la nature du groupement L a une influence significative 
sur les caractéristiques photophysiques du complexe de rhénium (Cf. chapitre I). Dans le 
cadre du modèle référence, le chromophore bipyridine a été préféré au dérivé phénantro-
line, les complexes issus de phénantroline présentant bien souvent des problèmes de solubi-
lité. 
 
 
 
 
Figure 4 : Exemples de complexes de rhénium(I) comme marqueurs cellulaires (microscopie confocale).
6,7
 
Ces choix ont permis de développer une stratégie de synthèse comparable à celle déve-
loppée par Faulkner,8 à savoir utiliser le complexe [Re(CO)3(bipy)Cl] comme socle pour gref-
fer la seconde structure chélatante de type IDA au niveau du rhénium. 
I.2. Motif pyta vs. bipy ou la problématique de la fonctionnalisation 
L’utilisation d’un complexe dinucléaire en tant que sonde diagnostique bimodale 
TEMP/fluorescence nécessite que ce dernier soit bioconjugué à un vecteur biologique afin 
d’assurer sa vectorisation jusqu’à la cible biologique visée (cellules cancéreuses notamment). 
Cela implique dans un premier temps que l’entité bimétallique possède une fonction de 
couplage en vue de sa bioconjugaison. La structure du premier modèle bimétallique déve-
loppé au laboratoire impose préférentiellement une fonctionnalisation au niveau de l’entité 
bipyridine. L’autre possibilité serait de fonctionnaliser le motif pyridine du ligand ditopique 
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4-pyrIDA, mais cette option semble moins évidente à réaliser (ligand ancillaire potentielle-
ment trop encombrant). 
I.2.1. Mono-fonctionnalisation de dérivés bipy 
Les dérivés mono-fonctionnalisés issus de la 2,2’-bipyridine sont principalement préparés 
par la méthode de Kröhnke ou bien par des couplages catalysés par les métaux comme les 
couplages de Stille et Negishi, ces derniers nécessitant l’emploi d’intermédiaires lithiés ou 
stannylés ainsi que des catalyseurs à base de palladium.9 Les fonctionnalisations se font sur 
les positions 3, 4 et 5 d’un cycle pyridine, les groupements introduits pouvant être des fonc-
tions alcyne vrai, amine primaire ou ester. Suivant le groupement introduit, les rendements 
varient de faibles à excellents.9 
A titre d’exemple, Panetta et al. ont synthétisé un dérivé bipyridine fonctionnalisé en 
position 4 par une fonction ester de méthyle, bipy(4-COOMe). Ce dérivé mono-
fonctionnalisé a été obtenu avec un rendement de 52 %, par couplage entre une pyridine 
halogénée et un intermédiaire stannylé (couplage de Stille).10 Très récemment, notre 
groupe, en reprenant une stratégie de synthèse similaire mais en changeant certains para-
mètres expérimentaux (réaction sous micro-ondes notamment) a obtenu ce même composé 
avec un rendement de 72 % (figure 5).11 
 
Figure 5 : Synthèse du dérivé bipy(4-COOMe) suivant la méthode de Panetta
10
 ou de notre groupe
11
 
I.2.2. Motif pyta 
Les premières architectures moléculaires incluant des squelettes pyridine-triazole ou pyta 
datent de 2007 avec les travaux de Flood et coll.12 Ils ont été les premiers à voir l’importance 
de la chimie Click pour la conception d’analogues aux polypyridines. Ainsi ont-ils préparé 
différents motifs triazole-pyridine-triazole ou tripy, analogues à la terpyridine (terpy) et ont 
étudié les propriétés physico-chimiques des complexes métalliques correspondants, com-
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plexes de Fe(II), Ru(II) et Eu(III). S’ils concluent que la chimie Click permet d’envisager une 
grande diversité moléculaire pour ces composés tripy, ils notent également que les com-
plexes métalliques sont très stables et possèdent des caractéristiques physico-chimiques 
légèrement différentes de celles issues des complexes métalliques de terpy.  
 
Figure 6 : Méthode générale d’accès aux ligands tripy et aux complexes métalliques correspondants  
par stratégie Click.
12
 
Suite à ces travaux, de nombreux groupes de recherche13,14,15,16 dont le nôtre17 ont privi-
légié les systèmes pyridine-triazole ou pyta (terme rapporté pour la première fois par Oba-
ta18) comme alternative aux dérivés bipyridine. Les avantages de ces entités pyta relevés par 
les différents groupes de recherche sont sensiblement les mêmes : facilité de synthèse, 
grande variété de fonctionnalisation, excellents rendements, purifications aisées…, des ca-
ractéristiques inhérentes à la chimie Click. Ainsi, par une réaction CuAAC de l’éthynylpyridine 
sur un dérivé azoturé, de nombreux motifs pyta ont été développés. Le schéma ci-après re-
prend les principales pyta mono-fonctionnalisées ayant un groupement chimique permet-
tant d’envisager une bioconjugaison à un vecteur biologique.19,20,21,22 
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Figure 7 : Exemples de pyta mono-fonctionnalisées.
19-22
 
Bien évidemment, les propriétés complexantes de ces entités pyta ont été étudiées vis-
à-vis de nombreux métaux tels que l’Ag(I),23 le Ni(II),24 le Cu(II),25 le Pd(II),26 le Ru(II),27 
l’Ir(III),28… et le Re(I).17,18 Pour ce dernier métal, les différentes études réalisées montrent 
que les complexes tricarbonylrhénium(I) issus d’entités pyta présentent des caractéristiques 
photophysiques proches de celles obtenues par des complexes à cœur Re(CO)3
+ à base de 
dérivés bipy. A titre d’exemple, l’équipe d’Obata a montré que les niveaux énergétiques 
MLLCT mis en jeu dans le mécanisme de fluorescence du complexe [ReCO3(pyta-Me)Cl] sont 
identiques à ceux de [ReCO3(bipy)Cl] (HOMO-1 et LUMO concernées de même énergie), al-
lant aussi dans le sens d’une équivalence entre la bipyridine et la pyta en termes de chéla-
tant et de propriétés de fluorescence.18 Ce dernier point sera rediscuté ultérieurement. 
En conclusion, s’il est possible de générer des entités bipyridine mono-fonctionnalisées 
avec un bon rendement, la synthèse de ces dernières nécessitent des conditions opératoires 
moins souples que celles utilisées par la chimie Click pour la préparation de composés pyta, 
et utilisent des intermédiaires peu «verts», comme les intermédiaires stannylés lors de cou-
plage de Stille. De son côté, la chimie Click permet de disposer rapidement d’une grande 
variété de ligands pyta mono-fonctionnalisés dont les complexes métalliques, notamment 
ceux de rhénium(I), présentent des caractéristiques analogues à ceux issus de bipy. Enfin, les 
pyta mono-fonctionnalisées s’obtiennent généralement avec de meilleurs rendements que 
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les bipy mono-fonctionnalisées. Pour toutes ces raisons, il nous a semblé plus avantageux, 
pour optimiser et fonctionnaliser notre modèle référence, de substituer le motif bipy par un 
motif pyta mono-fonctionnalisé. Par rapport à nos études précédentes,17 un motif pyta por-
teur d’un bras ester de méthyle a été privilégié. Outre le fait que cet ester peut générer faci-
lement une fonction acide pour la bioconjugaison, ses conditions de déprotection nous lais-
sent l’opportunité de diversifier les voies de synthèse envisagées (vide infra). 
II. Complexes binucléaires 99mTc/Re et Re/Re : Synthèse et caractérisation 
La stratégie de synthèse adoptée, similaire à celle développée par Faulkner,8 est conver-
gente, comme illustré par le schéma rétrosynthétique ci-dessous. 
 
Figure 8 : Schéma rétrosynthétique des composés Re/
99m
Tc et Re/Re souhaités (ACN = CH3CN). 
Deux blocs distincts ont donc été synthétisés. Le premier bloc, noté par la suite 
[Re(CO)3(pyta-COOMe)(CH3CN)][OTf], correspond au complexe de tricarbonylrhénium(I), où 
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le chélatant est un motif pyta fonctionnalisé par un ester de méthyle. Le second bloc est un 
ligand ditopique composé d’une pince IDA (sous forme d’ester de tertbutyle) et d’un motif 
pyridine. Ce bloc sera désigné dans la suite de ce chapitre par l’acronyme 4-PyrIDA-tBu. Ces 
deux blocs sont réunis lors de la réaction de couplage, l’entité [Re(CO)3(pyta-
COOMe)(CH3CN)][OTf] servant ainsi de socle pour greffer le second bloc 4-PyrIDA-tBu, au 
niveau du rhénium, en jouant sur la labilité de la liaison Re-NΞC-CH3. 
II.1. Synthèse du bloc [Re(CO)3(pyta-COOMe)(ACN)][OTf] 3 
La synthèse de ce premier intermédiaire s’effectue en trois étapes. Il s’agit 
d’appliquer l’approche « click-to-chelate » (Cf. chapitre 1) en réalisant (i) la cycloaddition 
1,3-dipolaire de l’azidoacétate de méthyle, obtenu par substitution de l’équivalent bromé 
par NaN3, sur l’éthynylpyridine commerciale par CuAAC, (ii) la complexation d’un précurseur 
de rhénium(I) sur la pyta ainsi formée et (iii) la substitution du chlorure lié au rhénium par 
une molécule d’acétonitrile. Chaque intermédiaire a été caractérisé par RMN (1H, 13C, avec 
attribution des signaux), spectrométrie de masse, spectroscopie infra-rouge et point de fu-
sion si nécessaire. Le lecteur trouvera en détails les résultats de ces analyses (ainsi que celles 
des autres composés synthétisés suivants) dans la partie expérimentale en fin de chapitre. 
N
N3 COOMe
Cu(OAc)2.H2O
Na(Asc)
tBuOH/H2O
1 nuit, TA
86 %
N
N
N
N
COOMe
MeOH
1 nuit, reflux
79 %
Re(CO)5Cl
N
N
N
N
COOMe
Re
OC
CO
Cl
CO
CH3CN
1 nuit, reflux
97 %
AgOTf
N
N
N
N
COOMe
Re+
OC
CO
N
CO
OTf-
1 2 3  
Figure 9 : Synthèse en trois étapes du bloc [Re(CO)3(pyta-COOMe)(CH3CN)][OTf]. 
II.1.1. Synthèse de la pyta-COOMe par CuAAC 
Cette réaction se fait entre l’éthynylpyridine commerciale et un azoture préalablement syn-
thétisé par substitution du bromoacétate de méthyle par 1,1 équivalent d’azoture de sodium 
dans le DMF. La réaction Click se fait dans les conditions standard de la CuAAC mises au 
point par Sharpless (Cf. chapitre 1), c’est-à-dire dans un mélange équivolumique tert-butanol 
/ eau distillée, à température, atmosphère et pression ambiantes, avec un catalyseur à base 
de cuivre préparé in situ par réduction du Cu(II) en Cu(I) par l’ascorbate de sodium. Comme 
attendu, le rendement de la réaction est élevé, puisque de 86 %, et aucun produit secon-
Chapitre II 
114 
 
daire n’est détecté par RMN (la conversion est totale). Seule la purification pour retirer le 
catalyseur ne permet pas à la réaction d’être quantitative. 
Même si l’azoture utilisé ne respecte pas « la règle des six » (Cf. chapitre 1), il est relati-
vement stable et aucun caractère explosif n’a été détecté. Des essais de CuAAC one-pot (gé-
nération de l’azoture in situ par réaction de l’éthynylpyridine avec le bromoacétate de mé-
thyle en présence de NaN3) ont été tentés mais les rendements obtenus se sont avérés 
moins bons qu’avec la procédure en deux étapes. Enfin, des précédents travaux dans le 
groupe ont permis d’obtenir la structure cristallographique de cette pyta-COOMe,17 confir-
mant le positionnement trans des deux atomes d’azote du cycle pyta et, comme rapporté 
dans la littérature, une structure de type azo du cycle triazole, cycle caractérisé par une lon-
gueur de la liaison N=N (en bleu sur la figure 9) plus courte que celles des liaisons adjacentes 
C-N et N-N (approximativement 1,31 vs. 1,37 Å).18,22,23,29 
II.1.2. Préparation du complexe de rhénium activé 3. 
La complexation du rhénium se fait selon une réaction d’échange de ligands, à partir du pré-
curseur commercial [Re(CO)5Cl]. Ainsi, après une nuit à reflux d’une solution méthanolique 
de pyta-COOMe en présence du précurseur métallique, le complexe 2 formé est isolé par 
précipitation et obtenu avec un rendement de 79 %. Si toutes les analyses spectroscopiques 
ont été effectuées pour valider la structure de cet intermédiaire, l’IR permet de confirmer la 
géométrie de ce complexe, à savoir une géométrie fac-octaédrique, avec deux signaux in-
tenses pour les groupements CO, une bande à 2027 cm-1 et une seconde bande large vers 
1900 cm-1. 
Pour la substitution du chlore ancillaire (et l’assemblage des deux blocs finaux), un com-
plexe dit activé, correspondant à un complexe rhénium-acétonitrile, est nécessaire, la liaison 
Re-Cl relativement forte ne permettant pas un déplacement rapide de l’ion chlorure par la 
molécule organique utilisée. Ainsi, un échange avec une molécule d’acétonitrile, en présence 
de triflate d’argent et du chloro-complexe 2, est effectuée. Les deux forces motrices de cette 
réaction sont d’une part le large excès d’acétonitrile par rapport au chlorure, et d’autre part, 
la précipitation des sels d’argent AgCl formés, ce qui explique le rendement proche de 100 % 
de cette réaction après filtration des sels. Le complexe 3 obtenu est alors cationique, et le 
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contre-anion est un ion triflate [SO3CF3]
-, que l’on retrouvera jusqu’à la dernière étape de 
complexation et qui est facilement caractérisable en RMN du carbone. 
II.2. Synthèse de la 4-PyrIDA-tBu 
Cette synthèse se fait en une seule étape. Dans nos précédents travaux, elle se faisait dans 
l’acétonitrile à reflux, en présence de sels basiques K2CO3 et d’une quantité catalytique 
d’iodure de potassium KI, mais avait un rendement modeste de 45 %. En modifiant la quasi-
totalité de ces conditions, nous avons été en mesure d’augmenter le rendement à 59 %.  
N
Br HN
COOtBu
COOtBu
DMF,
36 h TA, 24 h 60°C
59 %
DIPEA
N
N COOtBu
COOtBu
4-PyrIDA-tBu  
Figure 10 : Synthèse du ligand ditopique 4-PyrIDA-tBu. 
La réaction se fait désormais dans le DMF, solvant polaire aprotique, avec la base de 
Hünig ou N,N-diisopropyléthylamine (DIPEA) et sans catalyseur. Le problème principal de la 
réaction dans les conditions antérieures était la vraisemblable polymérisation de la 4-
bromométhylpyridine, formant un précipité épais. Dans ces nouvelles conditions, les réactifs 
sont dilués à hauteur de 0,04 M et l’ensemble n’est chauffé à 60°C qu’après 36 heures de 
réaction à température ambiante, afin de limiter ces risques de polymérisation. Notons que 
des essais complémentaires de di-alkylation de la 4-aminométhylpyridine par du bromoacé-
tate de tertbutyle (voie de synthèse alternative) n’ont jamais permis d’obtenir le composé 
souhaité avec un bon rendement. 
II.3. Assemblage des blocs [Re(CO)3(pyta-COOMe)(CH3CN)][OTf] et 4-PyrIDA-tBu 
La formation de la liaison entre les blocs synthétisés est l’étape-clé de notre synthèse. Pour 
les complexes de rhénium de ce type, la seule voie de couplage rapportée dans la littérature 
est un couplage à activation thermique, la réaction se faisant, en présence d’une base, à re-
flux dans l’acétonitrile
1
 ou dans un mélange acétonitrile/éthanol.
8 
Généralement les temps 
de réaction sont relativement longs et les rendements ne dépassent pas 55 %.  
Nous avons donc décidé d’optimiser cette réaction en faisant varier différents para-
mètres opératoires tels que le choix du solvant de réaction ou le type d’activation. Ainsi, la 
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première optimisation a été concentrée sur le changement de solvant : l’acétonitrile ayant 
été utilisé pour activer le complexe de rhénium 2 dans un premier temps, il ne nous semblait 
pas être un choix judicieux pour rendre accessible la position ancillaire au ligand 4-PyrIDA-
tBu. Il a donc été remplacé par le THF. Ensuite, le chauffage conventionnel étant limité par le 
point d’ébullition du solvant, ici 66°C pour le THF, le chauffage par micro-ondes a été préfé-
ré : dans un système fermé, la température atteinte peut largement dépasser le point 
d’ébullition du THF et amener ainsi suffisamment d’énergie pour que la réaction puisse avoir 
lieu. Après de nombreux essais, avec modifications de température, de temps de réaction et 
d’équivalents de ligand 4-PyrIDA-tBu, les conditions optimales de 105°C à 160 W pendant 55 
minutes avec 2,5 équivalents de 4-PyrIDA-tBu ont été trouvées. Le rendement de la réaction 
est ainsi amélioré et s’élève à 89 %, sans production de produits secondaires visibles en 
RMN. De plus, après purification par chromatographie, l’excès de réactif 4-PyrIDA-tBu est 
isolable et réutilisable. 
 
Figure 11 : Couplage des blocs [Re(CO)3(pyta-COOMe)(CH3CN)][OTf] et 4-PyrIDA-tBu  
par activation micro-ondes. 
II.4. Entités hétérobimétalliques : conception des complexes 99mTc/Re et Re/Re 
II.4.1. Esters tertbutyliques vs. Esters méthyliques : hydrolyse sélective 
Ayant privilégié une pyta fonctionnalisée par un ester méthylique et une cavité chélatante 
de type IDA avec des esters tertbutyliques, il est possible d’hydrolyser sélectivement chaque 
type de fonction ester. Ainsi, les fonctions ester de tertbutyle sont sélectivement et quanti-
tativement hydrolysées avec un large excès d’acide trifluoroacétique dans le dichloromé-
thane, laissant intact l’ester de méthyle et donnant le composé 5. De même, l’ester de mé-
thyle est hydrolysé sélectivement, par réaction du composé 4 avec du K2CO3 dans un mé-
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lange méthanol/eau (2:1) à température ambiante, pendant une nuit. Après reprise à l’eau 
et filtration des sels, le composé 6 est obtenu avec un rendement de 88 % (Cf. figure 12). 
 
Figure 12 : Hydrolyse sélective des fonctions ester du composé 4. 
Ce contrôle de l’hydrolyse des fonctions ester est primordial dans le cadre d’une éven-
tuelle bioconjugaison. En effet, pour les sondes organométalliques nucléaires, un radiomar-
quage « post-labelling » est généralement privilégié. Autrement dit, le radiomarquage de 
l’entité chélatante se fait une fois cette dernière couplée au biovecteur. Ainsi, par hydrolyse 
sélective de la fonction ester de méthyle, il est possible de coupler notre composé 6 à un 
peptide, sans que les fonctions complexantes de la cavité chélatante IDA n’interfèrent dans 
cette réaction de couplage, les esters de tertbutyle les rendant peu réactives. Une fois le 
peptide couplé et purifié, le radiomarquage de la cavité chélatante pourra se faire après hy-
drolyse des esters de tertbutyle. 
II.4.2.Préparation et caractérisation du complexe homobimétallique Re/Re 
Comme évoqué précédemment, la caractérisation directe d’un composé radioactif ou chaud 
étant délicate, la procédure usuelle est de préparer l’analogue non radioactif ou froid, de le 
caractériser puis de faire une analyse HPLC par co-injection des deux composés chaud et 
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froid. Des temps de rétention similaires permettent, de manière indirecte, d’établir une isos-
tructuralité entre l’espèce froide et l’entité chaude. Dans notre cas, une complexation au 
rhénium(I) (analogue froid du technétium-99m(I)) a été réalisée. Généralement, la com-
plexation du rhénium(I) se fait selon une réaction d’échange de ligands, à partir du précur-
seur commercial [Re(CO)5Cl] comme utilisé pour la synthèse du complexe 2. Lors de la con-
ception du modèle référence,1 cette méthode a été choisie et après réaction de l’entité 
[Re(CO)3(bipy)(4-pyrIDA)][OTf] avec [Re(CO)5Cl] dans le méthanol à reflux, en présence de 
triéthylamine, le composé dirhénié n’a été obtenu qu’avec un rendement de 18 % ! Nos 
premiers essais en reprenant ce mode opératoire ne nous ont pas permis d’obtenir le di-
complexe voulu avec un rendement acceptable. 
Une seconde voie a donc été privilégiée, à savoir, utiliser des conditions opératoires 
proches de celles utilisées généralement pour le radiomarquage au technétium-99m(I) avec 
un cœur tricarbonylé. La formation du complexe dinucléaire Re/Re s’est donc fait en deux 
étapes : (i) préparation du précurseur [Re(CO)3(H2O)3]
+, (ii) réaction entre ce précurseur et le 
composé 5. Le précurseur de rhénium(I), [Re(CO)3(H2O)3]
+, est préparé comme décrit dans la 
littérature.30 [Re(CO)5Cl] est progressivement dissout dans l’eau distillée à reflux, formant 
spontanément le précurseur trihydraté souhaité. Il réagit ensuite dans l’eau à pH 4  avec le 
composé 5 : un suivi par UPLCb (colonne C18, 1,7 µm, 2,1x50 mm, 0,3 mL/min, Solvant A = 
eau-TFA 0,1 % ; Solvant B = CH3CN-TFA 0,1 % ; Gradient de A:B 90:10 à 70:30 de 0 à 0,2 min 
puis de 70:30 à 60:40 en 3,3 min ; figure 14) de différents essais a permis de montrer que la 
réaction atteint un équilibre au bout de 7,5 heures lorsque le milieu réactionnel est chauffé 
à 40°C.  
 
Figure 13 : Préparation de l’espèce dinucléaire Re/Re. 
                                                      
b UPLC = Ultra Performance Liquid Chromatography (Waters®) 
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La conversion du réactif 5 (tR = 2,38 min) est de 90 % et deux signaux apparaissent à 3,21 
et 3,85 min, avec une proportion de 15 et 75 % respectivement. Si le second signal corres-
pond au produit 7 souhaité, le premier n’a pas pu être isolé. Le rendement de la réaction 
après purification par HPLC préparative n’est finalement que de 37 %, rendement certes très 
modeste mais deux fois supérieur au rendement obtenu précédemment avec le composé 
référence.1 Il est à noter que le complexe dirhénié formé se dégrade progressivement lors-
qu’il est conservé à sec à +4°C et au-delà. Conservé à une température inférieure ou alors en 
solution dans l’eau, cet inconvénient n’apparaît plus. 
 
Figure 14 : Chromatogrammes  UPLC de suivi de réaction de complexation de Re(CO)3
+
 sur le composé 5 
(colonne C18 1,7 µm 2,1x50 mm, 0,3 mL/min, Solvant A = eau-TFA 0,1 % ; Solvant B = CH3CN-TFA 0,1 % ; Gra-
dient de A:B 90:10 à 70:30 en 0,2 min puis de 70:30 à 60:40 en 3,3 min et rinçage à 0:100 pendant 1,5 min). 
Le composé 7 ayant été synthétisé à l’échelle macroscopique, il a pu être caractérisé en 
RMN, spectrométrie de masse et IR. Au niveau de la RMN 1H, la complexation du rhénium 
par la pince IDA induit une diastéréotopie des CH2 et une non-équivalence magnétique des 
protons des deux groupements méthylène en α des acides carboxyliques. Ainsi, si le spectre 
proton du composé 5 présente un unique singulet (à 3,42 ppm en CD3CN) pour les deux 
groupements NCH2COO, après la coordination du métal, chaque groupement méthylène 
résonne sous la forme d’un système AB (à 2,91 et 3,64 ppm en CD3CN), avec des constantes 
de couplage de 16 Hz (figure 15). Ces valeurs de constantes sont classiques pour un couplage 
entre protons géminaux. Cette non-équivalence des protons méthylèniques, induite par la 
t = 0 min
t = 30 min
t = 2 h
t = 7,5 h
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présence du métal, est caractéristique de ce style de ligand tridente (pince IDA) et est cou-
ramment décrite dans la littérature.31  
 
Figure 15 : Comparaison des spectres RMN 
1
H des composés 5 et 7 (CD3CN, 300 MHz pour 5, 500 MHz pour 
7). Par souci de clarté, seules des vues des systèmes AB du complexe 7 sont présentées. 
Au niveau de la RMN du carbone, si la relative mauvaise qualité du spectre ne permet 
pas d’identifier clairement les massifs correspondant aux groupements carbonyle (généra-
lement 3 signaux caractéristiques vers 190-200 ppm), ces derniers sont visualisés en IR (ré-
gion 1800-2000 cm-1). Il est intéressant de noter que la RMN du carbone a également dé-
montré l’absence du contre-anion triflate rencontré jusqu’ici, suggérant que le complexe 
dirhénié est une espèce neutre, la charge positive de l’entité [Re(CO)3(pyta-
COOMe)(pyridine)] étant contre-balancée par la charge négative de l’entité [Re(CO)3(IDA)]. 
La spectrométrie de masse va également dans ce sens. Le spectre de masse, enregistré en 
mode électrospray positif, présente les signaux des entités cationiques [M+H]+ et [M+Na]+, 
les pics obtenus étant en accord avec les profils théoriques calculés en tenant compte de la 
répartition isotopique des atomes (Cf. Annexe VIII.1 p. 157-165).  
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II.4.3.Préparation et caractérisation de l’entité hétérobimétallique 99mTc/Re 
Les différents essais de radiomarquage ont été réalisés dans le Service de Médecine Nu-
cléaire de l’Hôpital Purpan de Toulouse, sous la direction du Dr Yvon Coulais, radiopharma-
cien et personne habilitée à la manipulation de produits radioactifs. La méthode de mar-
quage est similaire à celle développée précédemment pour le rhénium, à savoir (i) synthèse 
du précurseur [99mTc(CO)3(H2O)3]
+ à partir du kit Isolink®, (ii) réaction entre le composé 5 et 
ce précurseur. 
Habituellement, dans la littérature, le radiomarquage de la pince IDA par le précurseur 
[99mTc(CO)3(H2O)3]
+ est effectué en tampon phosphate, à pH acide et surtout à chaud pen-
dant au minimum trente minutes.32,33 Après plusieurs essais concluants, nous avons constaté 
que, dans notre cas, dix minutes à température ambiante dans un mélange équivolumique 
d’acide acétique à 0,2 M et d’éthanol suffisent pour que la totalité du 99mTc soit complexé au 
ligand. Après purification par HPLC, le produit 8 est radiochimiquement pur à plus de 95 %. 
Réaliser un radiomarquage à une température inférieure à 37°C est important si l’on désire 
vectoriser notre entité par des biomolécules type anticorps monoclonal ou protéine. Cepen-
dant, nos conditions de radiomarquage nécessitent encore des optimisations pour une telle 
application, notamment au niveau du pH certainement encore trop acide. 
 
Figure 16 : Radiomarquage au 
99m
Tc du composé 5. 
L’identification du composé radioactif 8 a été faite par HPLC (figure 17) : les temps de 
rétention similaires entre 7 et 8 permettent de confirmer que les deux composés sont bien 
iso-structuraux. Le complexe 7 Re/Re est donc bien le strict équivalent froid du radiocom-
plexe 8 Re/99mTc et peut être utilisé dans les premières analyses photophysiques et biolo-
giques à la place de ce dernier. 
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Figure 17 : Comparaison des chromatogrammes obtenus pour 7 et 8 dans les mêmes conditions  
(colonne CIL Stability BS C23, 5µm, 4,6x150 mm, 1mL/min, H2O/MeOH 31:69 + 0,1% TFA ; détecteur DAD 
pour 7 , détecteur γ pour 8) 
Dans cette première partie relative à la synthèse de nos composés, nous avons montré 
que nous avions pu obtenir les trois différents composés souhaités : le composé 5, complexe 
de rhénium mono-fonctionnalisé et porteur d’une entité IDA, ainsi que les deux complexes 
bimétalliques correspondants 7 (entité Re/Re) et 8 (entité 
99m
Tc/Re). Si nous avons repris la 
même stratégie de synthèse que celle du composé référence,
1
 chaque étape a été optimisée, 
notamment le couplage des deux blocs avec une activation par micro-ondes particulièrement 
intéressante. Ainsi le composé 5 est obtenu en six étapes avec un rendement global de 34 % 
contre 14 % pour la version non-fonctionnalisée ! 
III. Propriétés photophysiques 
Comme évoqué en début de chapitre, les complexes de rhénium luminescents sont le plus 
souvent de formule générale [Re(CO)3(bis-imine)(L)], L étant une amine hétérocyclique voire 
un halogène. Notre composé 5 devrait donc être luminescent. En revanche, dans l’optique 
d’utiliser notre composé bimétallique 99mTc/Re comme sonde bimodale, il faut également 
s’assurer que la complexation d’un second métal (technétium-99m) par la pince IDA 
n’affecte pas les propriétés photophysiques relatives à la partie fluorescente (complexe de 
rhénium). Les propriétés photophysiques ont donc été étudiées pour le composé 5 et le 
complexe dirhénié 7, comme modèle de l’entité 99mTc/Re 8. 
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III.1. Spectres d’absorption de 5 et 7 
Les spectres d’absorption des deux composés sont représentés dans la figure 18 et sont ana-
logues à ceux rapportés dans la littérature pour des complexes de rhénium luminescents.6 
Dans un cas comme dans l’autre, deux groupes de bandes sont à distinguer : les bandes de 
plus haute énergie, entre 240 et 300 nm, toutes centrées sur le ligand (LC), et la bande de 
plus basse énergie, centrée à 321 nm, qui est un épaulement correspondant à la bande 
1MLCT (dπ(Re) → π*(pyta)). Les valeurs des coefficients d’extinction molaire (tableau 1) sont 
également cohérentes par rapport aux valeurs de la littérature. 
 
Figure 18 : Spectres d'absorption des composés 5 (bleu) et 7 (rouge)  
(Tampon Tris 50 mM pH 7,4, [5]=2,3 10
-5
 M, [7]=3,4 10
-5
 M) 
III.2. Caractéristiques photophysiques (λex, λem, Φ) pour 5 et 7 
Les deux complexes sont excités à 321 nm, sur la bande 1MLCT, de manière à atteindre le 
niveau triplet 3MLCT responsable de la luminescence. La bande d’émission obtenue est, dans 
les deux composés 5 et 7, non structurée et centrée à 496 nm, validant ainsi le large dépla-
cement de Stokes nécessaire à l’utilisation de ces complexes dans l’imagerie optique. Le 
spectre d’excitation à partir de λem = 496 nm ressemble dans les deux cas au spectre 
d’absorption, confirmant le fait que c’est bien une émission depuis une bande MLCT qui a 
lieu, et non une émission du ligand ou du métal seul. 
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Figure 19 : Spectres d'émission (à droite) et d'excitation (à gauche) des complexes 5 (bleu) et 7(rouge) 
(Tampon Tris 50 mM pH 7,4, [5]=5,8 10
-6
 M, [7]=1,0 10
-5
 M) 
Les rendements quantiques obtenus dans le tampon Tris à pH 7,4 et à température am-
biante pour 5 et 7 sont respectivement de 1,28 et 0,86 %, ces derniers étant calculés à partir 
d’un standard, le complexe de ruthénium Ru(bipy)3Cl2 (Φ = 4,0 % dans l’eau aérée).
34 Il est 
important de noter qu’aucun solvatochromisme n’a été observé : la détermination des lon-
gueurs d’ondes d’émission (après excitation à 321 nm) et des rendements quantiques pour 
les deux composés en acétonitrile et à température ambiante, donne des résultats simi-
laires : λem = 495 nm, Φ = 0,89 % pour 5 et λem = 496 nm, Φ = 0,43 % pour 7, confirmant ainsi 
une émission depuis une bande 3MLCT.35 Enfin, les durées de vie d’émission n’ont pas pu 
être mesurées car nous ne possédons malheureusement pas le matériel nécessaire. 
 λabs nm [ε (M
-1
.cm
-1
)] λex [nm] λem [nm] Ф [%] 
5 238 (20000) ; 293 (11100) ; 321 (5300) 321 496 1,28 
7 238 (12900) ; 295 (6700) ; 321 (3800) 321 496 0,86 
Tableau 1 : Propriétés photophysiques des composés 5 et 7 dans le tampon Tris 50 mM pH 7,4. 
Cette étude photophysique succincte nous permet de dresser plusieurs conclusions in-
téressantes : 
i) Les valeurs obtenues pour les rendements quantiques sont certes faibles mais conformes 
aux valeurs attendues et à celles rapportées dans la littérature pour des complexes ana-
logues issus de dérivés bipyridine ;1,36 
200 400 600 800λ (nm)
I (
u
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ii) La comparaison des longueurs d’onde d’excitation et d’émission entre le composé 5 et 
l’analogue non fonctionnalisé (composé référence)1 montre que le remplacement d’une en-
tité bipy par un motif pyta induit un déplacement vers le bleu des longueurs d’ondes 
d’émission et d’excitation (λex/λem = 321 / 496 nm pour 5 vs λex/λem = 352-371 / 570 nm pour 
le composé référence). Même si Obata18 avait conclu dans une étude similaire qu’une pyta 
pouvait être considérée comme un mime à un dérivé bipy, il avait également observé un 
déplacement vers le bleu en passant du composé [Re(CO)3(bipy)Cl] au complexe 
[Re(CO)3(Bn-pyta)Cl] (Bn = benzyl) ; 
iii) La comparaison des spectres d’absorption et d’émission ainsi que les différentes caracté-
ristiques photophysiques entre le complexe mononucléaire 5 et le complexe dinucléaire 
Re/Re correspondant 7 montrent qu’ils sont en tout point similaires. Ainsi, l’introduction 
d’une seconde entité métallique (un cœur tricarbonylrhénium(I)) au sein de la structure IDA 
ne modifie pas les propriétés photophysiques de la partie [Re(CO)3(pyta-COOMe)]. Nous 
pouvons donc supposer, a fortiori, que le radiomarquage au 99mTc de cette pince IDA ne les 
modifiera pas non plus. Notre structure hétérobimetallique peut être considérée comme 
deux blocs fluorescent et radioactif totalement distincts. 
IV. Tests biologiques 
Si ces mesures photophysiques ont permis de valider la composante fluorescente de notre 
entité bimétallique 7 (et a fortiori 8), il reste à évaluer la stabilité in vitro de cette architec-
ture binucléaire vis-à-vis de compétiteurs naturels, avant de mesurer sa cytotoxicité et sa 
pénétration cellulaire. Pour ce point, il convient notamment de vérifier que la sonde est dé-
tectable en imagerie optique à l’échelle cellulaire et aux concentrations faibles. Ces trois 
tests sont un minimum à garantir pour envisager une application in vivo sur petit animal. 
IV.1. Stabilité in vitro 
La stabilité de 5 et de 7 a été suivie par cinétique de fluorescence en tampon Tris, pH 7,4. Sur 
plusieurs jours (jusqu’à sept jours), une solution de ces complexes conservée à température 
ambiante a été analysée : l’intensité de fluorescence ainsi que les spectres d’émission et 
d’excitation n’ont pas montré de modification, confirmant la stabilité, au minimum, de la 
composante fluorescente, à savoir le noyau [Re(CO)3(pyta-COOMe)]
+. 
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La vérification de la stabilité de la composante radioactive ([99mTc(CO)3(IDA)]
-) s’est dans 
un premier temps faite en solution aqueuse. Après purification du radiocomplexe 8, une 
fraction pure dans le mélange MeOH/H2O d’élution a été conservée six heures, soit une pé-
riode radioactive du 99mTc, à 37°C. Passé ce délai, la solution a été injectée en HPLC à détec-
tion γ pour en vérifier l’évolution, montrant que le composé 8 est pur à 91 %, les 9 % restant 
étant du 99mTc décomplexé (figure 20). Au bout de 18 heures, le chromatogramme est iden-
tique, à l’intensité près, confirmant l’équilibre obtenu au bout de 6 heures et la bonne stabi-
lité de 8. Il est à noter qu’aucun autre signal n’est détecté : il n’y a donc pas de transmétalla-
tion Re(I)/99mTc(I) au sein même de la molécule, ce qui est logique, la stabilité du cœur pyta-
rhénium(I) ayant été démontré précédemment. 
 
Figure 20 : Chromatogrammes de 8 en solution après purification (bas) et après 6 heures (haut) à 37°C 
(colonne CIL Stability BS C23, 5µm, 4,6x150 mm, 1mL/min, H2O/MeOH 31:69 + 0,1% TFA) 
Le deuxième test de stabilité est un test de compétition avec l’histidine. L’histidine est 
un chélatant naturel du 99mTc, rencontré in vivo, formant des complexes de technétium(I) 
très stables : c’est donc un bon compétiteur vis-à-vis de notre composé 8. Un composé tech-
nétié ne présentant pas de transchélation en faveur de l’histidine est potentiellement appli-
cable en biologie. Ainsi, une fois 8 préparé et purifié, il est mis en solution avec vingt équiva-
lents de chlorhydrate d’histidine, dans une étuve à 37°C. Un échantillon est prélevé réguliè-
rement et analysé par HPLC dans les conditions de purification mises au point précédem-
ment. Entre une heure et six heures de contact, une lente évolution est constatée, autour de 
l’équilibre entre 99mTc libre et 99mTc complexé obtenu précédemment (88 % de pureté du 
composé à six heures). Il faut attendre 18 heures pour voir apparaître un signal supplémen-
taire correspondant vraisemblablement à l’histidine marquée, la proportion de 8 n’étant 
plus que de 50 % (figure 21). 
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Figure 21 : Chromatogrammes après essais de compétition avec l'histidine à 1h, 6h et 18h après contact (de 
bas en haut), après normalisation des intensités 
(colonne CIL Stability BS C23, 5µm, 4,6x150 mm, 1mL/min, H2O/MeOH 31:69 + 0,1% TFA) 
Une première étude de compétition vis-à-vis du sérum a également été réalisée et 
montre un même comportement et des résultats similaires, avec des chromatogrammes 
HPLC de même type à une heure et quatre heures de contact (pureté à environ 90 % de 8, 
99mTc libre à hauteur de 10 %). Au bout de 18 heures, le pic correspondant au composé 8 
reste majoritaire, avec l’apparition d’une dégradation. Cependant, le signal radioactif de-
vient trop faible pour qu’une interprétation plus détaillée soit possible. Ces premiers résul-
tats sont néanmoins encourageants car ils vont dans le sens de la littérature.37 
Ces premiers essais de stabilité, compilés dans le tableau ci-dessous sont très encoura-
geants. Aucune transmétallation entre le Re(I) et le 99mTc(I) n’a été observée, la composante 
fluorescente est très stable au cours du temps et la pince IDA complexe suffisamment le 
cœur [99mTc(CO)3]
+ pour éviter une transchélation rapide vers l’histidine et autre protéine du 
sérum. De plus, une stabilité supérieure à 88 % après six heures de contact avec un excès 
d’histidine est suffisante pour envisager une étude in vivo.  
 7a  8a 
Conditions 0,5 h 2 h 6 h  0,5 h 1 h 6 h 
Aqueusesb >99% >99% >99%  >99% >99% 91% 
Histidinec n.d. n.d. n.d.  99% 95% 88% 
Tableau 2 : Stabilité des composés 7 et 8 en solution aqueuse et face à l'histidine (a : pourcentage de com-
plexe intact au temps indiqué ; b : eau ou tampon Tris pH 7,4, température ambiante ; c : réaction d’échange 
de ligands avec un excès d’histidine, 37°C ; n.d. = non déterminé) 
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IV.2. Cytotoxicité sur lignées cancéreuses 
Bien que les techniques d’imagerie de fluorescence et de scintigraphie soient extrêmement 
sensibles et ne nécessitent donc pas l’injection d’une quantité importante de traceur ou ra-
diotraceur, la cytotoxicité de notre composé bimétallique a été étudiée. Ce travail a été réa-
lisé en collaboration avec l’équipe du Professeur Jacques Robert de l’Institut Bergonié de 
Bordeaux. Bien évidemment, cette étude a été menée sur le composé dirhénié 7, modèle 
non radioactif de notre entité hétérobimétallique 8. Trois lignées cellulaires 
d’adénocarcinomes humains différents ont été mises à notre disposition, pour réaliser des 
tests de cytotoxicité au MTTc: A549 (poumon), MCF7 (sein, cancer multirésistant) et HT29 
(colon).  
Expérimentalement, la procédure a été la suivante : des cellules de chaque lignée cellu-
laire cultivées en micropuits ont été mises en contact 72 heures avec des concentrations 
croissantes de 7 dans le milieu de culture RPMI avec 1 % de DMSO, le DMSO assurant la par-
faite solubilité du composé et n’étant pas cytotoxique à cette concentration.7 Après ces 72 
heures, les puits ont été révélés au MTT, un sel de diazonium jaune transformé en cristaux 
violacés par une enzyme naturellement présente dans les mitochondries cellulaires, la succi-
nate déshydrogénase. Une fois ces cristaux solubilisés dans le DMSO, l’absorbance de la co-
loration violette obtenue est mesurée : plus il y a de cellules vivantes dans le puits avant le 
test, plus la coloration sera foncée et l’absorbance élevée. L’absorbance des puits ayant con-
tenu 7 est comparée à celle de plusieurs puits témoins, n’ayant été mis en contact qu’avec le 
milieu RPMI + 1 % de DMSO. Le rapport de ces deux absorbances est appelé survie cellulaire.  
L’évolution de la survie cellulaire en fonction de la concentration en composé testé 
permettent normalement d’estimer l’IC50 d’un composé sur une souche cellulaire donnée, 
concentration à laquelle seuls 50 % des cellules ont survécu : plus la valeur est faible, plus le 
composé est cytotoxique. Dans notre cas, travaillant sur des molécules à visée diagnostique, 
l’IC50 doit être la plus élevée possible. Afin de s’assurer que les cellules sélectionnées n’aient 
pas acquis de résistance particulière lors des différents passages ou repiquages cellulaires, 
des témoins positifs ont été réalisés avec deux anticancéreux connus, le paclitaxel (IC50 ≈ 
                                                      
c MTT = 3-(4,5-diMethylThiazol-2-yl)-2,5-diphenylTetrazolium bromide 
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nM) et le cisplatine (IC50 ≈ µM). Les graphes ci-dessous représentent donc l’évolution de la 
survie cellulaire des lignés cellulaires testées en fonction de la concentration en composé 
étudié. 
 
  
Figure 22 : Courbes des survies cellulaires de A549, MCF7 et HT29 en fonction de la concentration en 7 (haut), 
paclitaxel (bas, à gauche) ou en cisplatine (bas, à droite). 
Dans la figure précédente, même à une concentration de 300 µM en composé 7, les cel-
lules ont une survie supérieure à 50 %. Au-delà de 300 µM, le composé commence à ne plus 
être parfaitement soluble. Aucune IC50 précise n’a donc pu être définie, mais elles sont 
toutes estimées entre 300 et 400 µM, d’après la tendance des courbes ci-dessus. Ces valeurs 
font partie des plus hautes rencontrées dans la littérature pour des complexes de ce type. En 
effet, les valeurs des IC50 publiées sont comprises entre 3,63 µM et 1,5 mM pour des com-
plexes de tricarbonylrhénium(I) cationiques issus de polypyridines7,38 (études réalisées sur 
cellules HeLa, cancer col de l’utérus) et entre 3,4 µM et 10 mM pour des complexes de tri-
carbonylrhénium(I) cationiques issus de ligands SAAC (études réalisées sur cellules A549), 
cette dernière valeur n’ayant été rapportée que sur un seul exemple.39,40 
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Les cellules ont répondu normalement aux deux contrôles positifs : les IC50 obtenues ex-
périmentalement pour le paclitaxel, (5.10-9 M pour A549 et HT29) et pour le cisplatine (5.10-6 
M pour A549 et HT29 ; 2,4.10-6 M pour MCF7) correspondent à celles publiées par la base de 
données du National Institute of Health. Les lignées cellulaires n’ont donc pas été modifiées 
au cours du temps et le test de cytotoxicité de 7 peut être validé. 
Le composé 7 (et donc a fortiori le composé 8) est ainsi faiblement cytotoxique et po-
tentiellement applicable en imagerie. Si la réponse à l’imagerie scintigraphique ne fait aucun 
doute, il faut encore vérifier que la réponse en imagerie optique est suffisante, malgré la 
faible brillance du complexe de rhénium. Pour estimer cela, une étude préliminaire de péné-
tration cellulaire a été réalisée. 
IV.3. Pénétration cellulaire 
Les études de pénétration cellulaire avec des complexes de rhénium(I) sont généralement 
réalisées avec des complexes cationiques de formule générale [Re(CO)3(bis-imine)(dérivé de 
pyridine)].5,7,38,41 En effet, la charge du complexe associée à sa lipophilie permettent naturel-
lement une pénétration à travers la membrane cellulaire anionique. Or le composé 7 étant 
neutre, une pénétration plus faible est attendue. Toutefois, l’objectif de cette étude n’est 
pas d’avoir un maximum de pénétration cellulaire mais simplement de pouvoir visualiser in 
cellulo la fluorescence émise par notre composé bimétallique, à faible concentration. 
L’imagerie confocale a été utilisée afin de suivre l’éventuelle pénétration cellulaire du 
produit dirhénié 7 dans les trois souches différentes à notre disposition. Les cellules ont été 
soumises, comme dans le test de cytotoxicité précédent, à 72 heures de contact avec diffé-
rentes concentrations de 7, avant d’être lavées au PBS pour retirer tout excédent. Les puits 
ont ensuite été observés au microscope après excitation à 405 nm et observation avec un 
filtre en configuration DAPI. Bien que la bande 1MLCT du composé 7 soit située à 321 nm, 
une excitation dans le domaine UV est à écarter : elle causerait des dommages irréversibles 
aux cellules. La bande MLCT étant large, une excitation dans le domaine du visible est encore 
possible, mais l’intensité de fluorescence obtenue sera forcément plus faible. 
En termes de pénétration cellulaire, autant de comportements que de lignées cellulaires 
ont été distingués. Dans le cas d’A549, une relation dose-effet a été relevée : la quantité de 
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composé ayant pénétré les cellules augmente lorsque la concentration appliquée augmente, 
ce qui se traduit par un plus grand nombre de vésicules de plus en plus visibles. La figure 23 
montre de haut en bas et de gauche à droite l’évolution des vésicules à concentration crois-
sante de 7 appliquée, de 50 à 200 µM. On distingue clairement des vésicules bleutées, 
rondes. Bien qu’il n’y ait pas plus d’informations les concernant, l’hypothèse d’interactions 
du produit à l’extérieur de la cellule est écartée : les formes obtenues dans ce deuxième cas 
ne seraient pas si régulières, ni reproductibles. Des vésicules si rondes ne sont obtenues que 
s’il y a pénétration. 
  
  
Figure 23 : Vues au microscope confocal de cellules A549 ayant été en contact avec 50, 100, 150 et 200 µM de 
composé 7 (de haut en bas et de gauche à droite) après lavages. Pour plus de clarté, les vésicules ont été 
entourées en rouge. 
A l’inverse, dans le cas de MCF7, aucune vésicule de composé n’est visible, quelle que 
soit la concentration appliquée. Les expériences menées pour le moment ne permettent pas 
de savoir si le produit pénètre dans les cellules avant d’être excrété par une des voies mises 
en place par cette souche multirésistante ou s’il ne pénètre pas du tout. 
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Enfin, pour HT29, souche connue pour être nettement moins résistante que MCF7, il y a 
pénétration du composé, comme on peut le voir avec ces vésicules particulièrement lumi-
neuses dans la figure 24. Cependant, il n’y a pas de relation dose-effet : la quantité de pro-
duit intégré est sensiblement la même, quelle que soit la concentration appliquée, ce qui 
implique un mécanisme d’entrée dans la cellule différent du cas d’A549. 
 
Figure 24 : Vue au microscope confocal de cellules HT29 ayant été en contact avec 150 µM de composé 7 
après lavages. 
Ces études préliminaires ne permettent pas de répondre à toutes les questions : le 
mode de pénétration cellulaire n’est pas encore connu pour toutes les souches et, pour les 
lignées où il y a un net marquage (A549 et HT29), la localisation des vésicules n’est pas en-
core précisée. En revanche, malgré la neutralité du système, une pénétration cellulaire est 
possible. A l’échelle cellulaire et dans les concentrations faibles utilisées, la fluorescence du 
complexe de rhénium est déjà détectable. Ces deux caractéristiques permettent d’envisager 
de manière raisonnable l’utilisation du composé 8 en tant que sonde pour l’imagerie op-
tique. 
V. Complexe binucléaire 99mTc/Re : exemple isolé ou synthèse modulable ? 
Parallèlement à ce travail, plusieurs voies alternatives ont été explorées par deux stagiaires, 
Louise Marty, étudiante en Master II Recherche, et Sylvain Rat, étudiant en Licence 3 (stage 
volontaire de sept semaines). Si je n’ai pas réalisé pratiquement cette partie, j’ai participé 
activement aux développements de ces alternatives en les encadrant (co-encadrement à 50 
% pour Louise Marty et à 100 % pour Sylvain Rat). Les deux objectifs affichés étaient de : 
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- rendre la voie de synthèse plus modulable afin d’accéder à diverses sondes fluorescentes et 
nucléaires. Ainsi, en substituant la liaison rhénium-acétonitrile du composé 3 (Cf. figure 25, 
voie A) par des pyridines mono-fonctionnalisées par un halogène, une fonction alcool ou 
amine, nous obtiendrons des intermédiaires sur lesquels il serait possible de greffer des 
sous-unités chélatantes de nature différentes (e.g. IDA ou DO3Ad) ; 
- modifier le ligand ancillaire 4-PyrIDA-tBu, ce dernier étant obtenu avec un rendement mo-
deste. Deux types de motifs ont été envisagées : un motif de type pyridine similaire au 4-
PyrIDA-tBu, basé sur une stratégie Click, et un motif 4-PyrPMN-tBue, développé au labora-
toire, dans l’optique d’élaborer, respectivement, un second complexe dinucléaire 99mTc/Re 
ou une nouvelle entité bimétallique 111In/Re (Cf. figure 25, voie B). 
 
Figure 25 : Voies alternatives envisagées pour la préparation de nouvelles entités hétérobimétalliques pour 
une imagerie bimodale optique/TEMP 
                                                      
d DO3A = 1,4,7,10-tetraazacycloDOdecane-1,4,7-triAcetic acid 
e PMN = [2,6-Pyridinediylbis(MethyleneNitrilo)]tetraacetic acid 
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V.1. Synthèse de complexes ternaires de rhénium, premiers pas vers une synthèse 
modulable 
Nous avons repris la stratégie récemment décrite par l’équipe de Coogan,42,43 qui a montré 
qu’il était possible de coupler, sur le complexe [Re(CO)3(bipy)(CH3CN)]
+, la 3-
hydroxyméthylpyridine. En revanche, dans les mêmes conditions, ils n’ont pu coupler la 3-
chlorométhylpyridine, la réaction conduisant à une substitution du complexe rhénium-
acétonitrile par le chlore, et donc au complexe chloro de départ [Re(CO)3(bipy)Cl].
42 En re-
prenant leurs conditions, i.e. (i) réaction à reflux du THF durant une heure et demie avec un 
fort excès de ligand ancillaire (10 eq.), (ii) précipitation du complexe formé dans l’éther de 
pétrole, nous ne sommes jamais arrivés à obtenir le produit attendu, la RMN du brut mon-
trant notamment que la réaction n’était pas totale. Un temps de chauffage plus long ou 
l’utilisation des micro-ondes n’ont pas significativement amélioré la réaction. Au vu des dif-
férents problèmes rencontrés lors de ces premiers essais et après avoir étudié la littérature, 
nous avons trouvé un ancien mode opératoire similaire utilisant la 3-aminopyridine comme 
ligand ancillaire, où la réaction se fait dans un volume plus restreint de THF mais avec un 
plus fort excès de ligand ancillaire (34,5 éq).44 Ayant eu des soucis d’élimination de l’excès de 
ligand dans nos précédentes tentatives, nous avons opté pour faire ce type de réaction en 
milieu plus concentré mais avec un excès de ligand de cinq équivalents seulement.  
Le premier essai effectué avec la 3-aminopyridine comme ligand ancillaire a conduit 
après précipitation dans le pentane au complexe 9 souhaité, avec un bon rendement (Cf. 
figure 26). Cette réaction a été généralisée aux hydroxyméthylpyridines en position 3 et 4, 
conduisant aux complexes 10 et 11 avec un rendement de 67 et 48 %, respectivement. Un 
dernier essai a également été tenté avec la 4-bromométhylpyridine. Contrairement à ce que 
Coogan a rapporté,42 nous avons pu isoler le produit souhaité 12 avec un rendement correct 
et n’avons pas observé la formation du complexe bromo, [Re(CO)3(pyta-COOMe)Br]. Nous 
avons donc démontré qu’il est possible de coupler directement une halogénométhylpyridine 
sur un complexe acétonitrile de type [Re(CO)3(L)(CH3CN)]
+, L = bis-imine hétéroaromatique. 
Ce résultat est particulièrement intéressant car il permettrait de s’affranchir d’une étape 
(passage par l’intermédiaire hydroxylé) pour la synthèse d’entités binucléaires. Toutefois, il 
est à noter que nous avons eu des soucis de reproductibilité pour la synthèse de ce composé 
12 (notamment au niveau du rendement) et que ce dernier s’avère peu stable. Au jour 
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d’aujourd’hui, nous n’avons malheureusement pas pu tester la réactivité de cet intermé-
diaire 12 dans une réaction de couplage avec les chélatants de type IDA ou DO3A. 
 
Figure 26 : Préparation des complexes ternaires issus de pyridines commerciales  
(Conditions de réaction : THF, 5 éq. de pyridine substituée, 5 h reflux puis 24 h à température ambiante). 
V.2. Réactivité entre 3 et les ligands ancillaires 13 et 4-PyrPMN-tBu 
Comme évoqué précédemment, le ligand ancillaire 4-PyrIDA-tBu étant obtenu avec un ren-
dement modeste (59 % actuellement mais 45 % lors de cette étude), nous avons, dans un 
premier temps, développé un ligand ancillaire similaire au 4-PyrIDA-tBu, ce dernier étant 
préparé avec un meilleur rendement. Le composé 13 a été obtenu en trois étapes via une 
réaction de CuAAC entre la 4-azidopyridine45 et le 3-[bis(tert-
butoxycarbonylméthyl)amino]prop-1-yne46, ces deux derniers composés étant synthétisés 
chacun en une étape avec un rendement respectif de 90 % et 92 %. La réaction de chimie 
Click a nécessité une mise au point des conditions opératoires. En effet, l’azoture étant peu 
réactif, aucune cycloaddition 1,3-dipolaire n’a été observée dans les conditions classiques, à 
savoir réaction à température ambiante dans un mélange tert-butanol/eau en présence 
d’acétate de cuivre et d’ascorbate de sodium. En revanche, en effectuant cette réaction avec 
le même système catalytique mais dans l’acétonitrile, à 30°C, le composé 13 a été synthétisé 
avec un rendement de 77 %. Il est à noter que la structure cristallographique de cette molé-
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cule a été obtenue par cristallisation lente dans l’éther de pétrole (Cf. annexe VIII.2 p. 166-
167 pour les données cristallographiques principales et le schéma ORTEP de la molécule).47 
Comme attendu les longueurs des liaisons de l’hétérocycle pyta sont similaires et de gran-
deur analogue à celles rapportées dans la littérature.17,18 Par exemple, la longueur de la liai-
son N(3)-N(4) (1,308(4) Å) est inférieure à celles des liaisons adjacentes N(2)-N(3) (1,356(3) 
Å) et C(7)-N(4) (1,358(4) Å), confirmant ainsi le caractère azo du cycle 1,2,3-triazole. 
Les conditions de couplage préalablement mises au point avec les ligands ancillaires 
commerciaux ont été reprises pour le couplage du complexe acétonitrile 3 avec le ligand 13 
(Cf. figure 27). Toutefois, si la réaction a bien eu lieu (consommation du complexe de départ 
3), un spectre RMN 1H du brut réactionnel a montré la présence de plusieurs singulets cor-
respondants au proton du triazole, attestant ainsi de la formation de différents complexes 
ternaires. De plus, l’excès de ligand ancillaire (5 éq.) n’ayant pu être totalement enlevé par 
précipitation dans le pentane, nous avons opté pour une purification par HPLC préparative.  
 
Figure 27 : Schéma de réaction de 3 avec 13 et espèces produites envisagées 
(Conditions de réaction : THF, 5 eq. 3, 10 h reflux plus 24 h à température ambiante) 
La réaction a conduit à l’obtention de deux espèces. Les produits purifiés ont un spectre 
de masse similaire confirmant que nous avons obtenu des isomères structuraux. L’hypothèse 
la plus probable est que le ligand ancillaire s’est greffé au rhénium soit par l’azote de la pyri-
dine (comme attendu) soit par un azote du cycle triazole. Le produit majoritaire obtenu avec 
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un rendement de 38 %, semble correspondre au complexe souhaité 14. Les déplacements 
chimiques en RMN 1H de la partie pyta mono-fonctionnalisée sont similaires aux autres 
complexes ternaires. L’autre isomère présente deux singulets pour les groupements tert-
butyle en RMN 1H. Le greffage du ligand 13 sur le complexe 3 par un azote du triazole pour-
rait vraisemblablement expliquer cette inéquivalence. Des essais de cristallisation de ces 
deux entités n’ont pas permis d’obtenir des cristaux exploitables, ni de confirmer notre hy-
pothèse. 
En conclusion, si nous avons pu développer un nouveau ligand ancillaire porteur d’une 
cavité IDA avec un rendement de 64 % (donc légèrement supérieur au rendement optimisé 
de 4-pyrIDA-tBu), ce dernier conduit à plusieurs complexes ternaires. Cette voie d’accès à 
une entité binucléaire 99mTc/Re semble donc limitée. 
Disposant au laboratoire d’un autre ligand ditopique, nommé 4-pyrPMN-tBu, contenant 
une pyridine fonctionnalisée en position 4 par une cavité chélatante de type PMN, nous 
avons décidé de greffer cette entité sur le composé 3 en vue d’obtenir une entité dinucléaire 
111In/Re (projet de stage de Sylvain Rat). Plusieurs essais de couplage de ce ligand au com-
plexe 3 ont été testés en utilisant les conditions mises au point précédemment pour 
l’obtention de 4, à savoir une activation par chauffage aux micro-ondes dans le THF avec 2,5 
à 3 équivalents de ligand. Les spectres RMN des différents bruts de réaction se sont avérés 
identiques, montrant la reproductibilité de la manipulation. Comme souvent dans le cas de 
synthèse par micro-ondes, des traces de produits secondaires perturbent l’analyse du 
spectre RMN obtenu. Ainsi, un échantillon d’un des bruts réactionnels a été injecté en UPLC 
afin de distinguer et dénombrer les différents produits formés. Sur le chromatogramme de la 
figure 28, deux pics majoritaires sont à distinguer : à tR = 1,727 minute se trouve le ligand 4-
pyrPMN-tBu introduit en excès ; à tR = 2,127 minutes semble se trouver le produit de cou-
plage, comme le montre le profil UV, avec l’épaulement caractéristique des complexes de Re 
(320 nm) associé aux bandes typiques de la partie aromatique du ligand (242 et 287 nm). 
Une comparaison au chromatogramme des réactifs confirme qu’il ne reste plus de 3. 
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Figure 28 : Chromatogramme d'un brut du couplage entre 3 et le 4-pyrPMN-tBu et profils UV des pics 
(UPLC sur C8 1,7µm, 2,1x50mm en gradient de formiate d’ammonium 10 mM pH 4/MeCN) 
Différentes purifications ont été tentées, aussi bien par chromatographie sur colonne 
ouverte que par HPLC. Si aucun résultat positif n’a été obtenu par chromatographie sur co-
lonne, 1,2 mg de produit a pu être isolé par HPLC, ne permettant qu’une caractérisation par-
tielle du composé. Le spectre RMN 1H contient bien les différents signaux attendus, mais 
également certains pics parasites. Au niveau du spectre de masse, trois fragmentations at-
tribuées aux entités chargées suivantes [Re(CO)3(pyta-COOMe)]
+, [4-PyrPMN-tBu+H]+, et [4-
PyrPMN-tBu+Na]+ ont été identifiées. Ces premières analyses semblent montrer que le pro-
duit analysé correspond bien au composé attendu. En revanche, la faible quantité de produit 
isolé (rendement de 3 %) suggère une dégradation rapide lors de la purification. Deux rai-
sons expliquant cette instabilité sont envisageables. Il s’agit soit d’une densité électronique 
incompatible avec une substitution en position ancillaire sur le complexe de rhénium 3, soit 
d’un encombrement stérique trop important, les nombreux bras CH2COOtBu du ligand 4-
PyrPMN-tBu étant particulièrement mobiles et encombrants. 
En vue de donner une première réponse, nous avons décidé de reprendre nos condi-
tions de couplage, en faisant réagir 3 avec la 4-phénylpyridine comme ligand ancillaire (Cf. 
figure 29), de structure électronique proche de la partie chélatante du ligand 4-PyrPMN-tBu. 
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Le composé résultant 16 est obtenu rapidement avec un excellent rendement de 92 %. Le 
composé est stable en solution, le spectre RMN du brut réactionnel est propre et la purifica-
tion ne pose aucun problème. La 4-phénylpyridine possédant un système conjugué analogue 
à celui du 4-pyrPMN-tBu, on peut supposer que l’instabilité du composé 15 découle plus 
d’un problème d’encombrement stérique que d’un problème électronique. Afin de le con-
firmer, il serait intéressant de multiplier le nombre de ligands proposés. 
 
Figure 29 : Différences de réactivité lors de la réaction de 3 avec la 4-phénylpyridine et la 4-PyrPMN-tBu 
(Conditions de réaction : THF, micro-ondes, 60 min., 105°C, 160 W). 
VI. Conclusions et perspectives 
Le complexe dinucléaire 8 contenant deux métaux de transition différents, le rhénium et le 
technétium-99m, ainsi qu’un bras fonctionnel de type ester de méthyle (en vue d’une étape 
ultérieure de bioconjugaison) a été synthétisé. Son équivalent dirhénié, nommé 7, a égale-
ment été préparé afin de l’utiliser comme modèle non radioactif pour un certain nombre 
d’analyses. Les différentes étapes de synthèse menant à ces deux composés bimétalliques 
ainsi qu’à l’intermédiaire commun à ces deux molécules, le complexe mononucléaire 5, ont 
toutes été optimisées. L’étape-clé de la réaction, à savoir la substitution de la molécule 
d’acétonitrile ancillaire de 3 par le ligand 4-PyrIDA-tBu, a été grandement améliorée grâce à 
une activation par micro-ondes. Ainsi, le composé 5 a été obtenu en six étapes avec un ren-
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dement global de 34 %, rendement deux fois plus important que celui obtenu pour le compo-
sé référence non fonctionnalisé. 
La complexation de cœurs [Re(CO)3]
+ et [99mTc(CO)3]
+ au niveau de la pince IDA a mené à 
deux composés dinucléaires isostructuraux, comme vérifiés par HPLC. Les propriétés de fluo-
rescence de 7 (a fortiori identiques pour 8) sont en adéquation avec les propriétés habi-
tuelles trouvées dans la littérature pour des complexes de tricarbonylrhénium(I), à savoir 
une bande 1MLCT à 321 nm, une émission de fluorescence bleu-vert, à partir du niveau 
3MLCT et centrée à 496 nm, et un rendement quantique de 0,86 %. A noter que le rempla-
cement d’un motif bipy par un motif pyta induit un déplacement vers le bleu des longueurs 
d’ondes d’excitation et d’émission. 
Les premières études biologiques réalisées sur le complexe dinucléaire 7 et/ou 8 ont 
permis de montrer (i) que la stabilité de nos entités dinucléaires était compatible avec une 
utilisation in vivo (bonne résistance notamment vis-à-vis des compétiteurs naturels comme 
l’histidine et dans le sérum), (ii) une très faible cytotoxicité de nos composés, (iii) que les pro-
priétés de fluorescence du complexe dinucléaire sont suffisantes pour une application en 
imagerie optique. A faible concentration (≤ 50 µM), le composé est visible au microscope, à 
l’échelle cellulaire. 
Si de plus en plus d’exemples d’édifices hétérobimétalliques en tant qu’agent d’imagerie 
bimodale potentiel commencent à paraitre dans la littérature (Cf. chapitre I), bon nombre de 
ces exemples correspondent à une preuve de concept, se limitant à la synthèse du composé 
(pas toujours fonctionnalisé) et aux principales caractéristiques physico-chimiques relatives 
au type d’imagerie envisagée. Avec cette étude complète, nous avons été nettement plus 
loin en proposant non seulement un modèle facilement vectorisable, ou tout du moins une 
stratégie de synthèse permettant une bioconjugaison, mais également en validant diffé-
rentes étapes-clés allant de la préparation et caractérisation de nos entités bimétalliques à 
leurs premières évaluations biologiques in vitro et in cellulo. Même si notre modèle reste 
perfectible, il présente certaines garanties laissant envisager des travaux complémentaires. 
Tout d’abord, la poursuite naturelle de ce projet consiste à étudier in vivo le composé 8. 
Cela passe par la bioconjugaison du composé 6 à un vecteur biologique, au radiomarquage 
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de l’ensemble au technétium-99m, puis à l’étude in vivo sur modèle animal. Actuellement, si 
plusieurs biomolécules ont déjà retenues notre attention, aucune recherche n’a encore été 
réalisée dans ce sens. Ensuite, des études permettant d’améliorer notre modèle peuvent 
être envisagées comme (i) les études de pénétration cellulaire qui sont à approfondir, afin 
de connaître à la fois le mode d’entrée du composé dans les différents types de cellules et la 
cible du marquage spontané observé au microscope, (ii) l’amélioration des propriétés pho-
tophysiques de la composante fluorescente de notre entité bimétallique. L’augmentation de 
la conjugaison au niveau du chromophore pyta (ajout d’entités aromatiques) peut être envi-
sagée. Il est possible d’utiliser comme chromophore non pas une pyta mais une quita (entité 
quinoline-triazole). Les premiers travaux dans ce sens, rapportés très récemment par Storr et 
al., montrent certaines différences significatives pour les propriétés photophysiques lorsque 
l’on passe d’un complexe tricarbonylrhénium(I) à base de pyta à son analogue issu d’un mo-
tif quita, comme un déplacement vers le rouge de la longueur d’onde d’excitation (528 vs. 
606 nm).48 Enfin, les efforts pour accéder à une stratégie de synthèse modulable permettant 
d’obtenir différents complexes hétérobimétalliques seront poursuivis.  
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VII. Partie expérimentale  
VII.1. Materials and equipment 
All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich, Alfa Aesar or Acros Organics (if different, 
mentioned into brackets): they were of the highest purity commercially available and used 
without further purification. Analytical grade solvents were used and not further purified 
unless specified.  
Rhenium precursor, [Re(CO)3(H2O)3]Cl,
30 4-azidopyridine45, 3-[bis(tert-
butoxycarbonylmethyl)amino]prop-1-yne46 and methyl azidoacetate49 were synthesized ac-
cording to literature protocols. Reactions were monitored by TLC on Kieselgel 60 F254 
(Merck) on aluminium support under UV light (254 nm). Chromatographic purifications were 
conducted using “gravity” silica gel or neutral alumina obtained from Merck. Na[99mTcO4] 
was eluted from a 99Mo/99mTc generator (Mallinckrodt Inc.) using a 0.9% saline solution. 
Infrared spectra were recorded on a Perkin-Elmer FTIR 1725x spectrophotometer or on 
an ATR system. In the former conditions, samples were prepared as KBr pellets (solid sam-
ple) or applied to NaCl plates (liquid sample). Selected characteristic absorption frequencies 
are reported in cm-1. 1H (and 13C) spectra were recorded on a Bruker Avance 300 (75.5) MHz 
or on a Bruker Avance DRX 500 (125) MHz spectrometers; chemical shifts are reported in 
parts per million relative to a residual solvent peak (CDCl3: 
1H: δ 7.26, 13C: δ 77.2; DMSO-d6: 
1H: δ 2.50, 13C: δ 39.5; D2O: 1H: δ 4.79; CD3CN: 1H: δ 1.94, 13C: δ 1.3 and 118.3; (CD3)2CO: 1H: 
δ 2.05, 13C: δ 30.8), and coupling constants (J) are given in Hertz (Hz). Multiplicities were rec-
orded as s (singlet), d (doublet), t (triplet), q (quadruplet) and m (multiplet). Electrospray 
(ESI) mass spectra were obtained on a Q TRAP Applied Biosystems spectrometer and High-
Resolution Mass Spectra (HRMS) on a LCT Premier Waters spectrometer. DCI (CH4 or NH3) 
mass spectra were obtained on a DSQ II Thermo Fisher. The rhenium and technetium com-
plexes were analyzed by RP-HPLC/UPLC, under conditions detailed later. In all analytical and 
semi-preparative separations, the wavelengths used for UV detection were 254 or 280 nm. 
Absorption measurements were done with a Hewlett Packard 8453 temperature-controlled 
spectrometer. Fluorescence spectra were obtained with a Cary Eclipse spectrofluorimeter 
with a Xenon flash lamp source and a Hamamatsu R928 photomultiplier tube. The meas-
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urements were carried out at pH 7.4 in Tris buffer (50 mM) or in acetonitrile (HPLC grade). 
Spectra were corrected for both the excitation light source variation and the emission spec-
tral response. The fluorescence quantum yields for the rhenium complexes were determined 
by the method described by Haas and Stein50, using as standard [Ru(bipy)3]
2+ in aerated wa-
ter (Φ = 4.0%).34 Unfortunately, with this spectrofluorimeter, we are not able to calculate 
the emission lifetimes of our rhenium(I) complexes which are too short (< 30 µs) to be esti-
mated with that equipment. 
VII.2. Synthesis of compounds 1-16 
Methyl 2-(4-(2-pyridyl)-[1,2,3]triazol-1-yl)acetate, pyta-COOMe 1 
A solution of 2-ethynylpyridine (800 µL, 7.93 10-3 
mol), methyl azidoacetate (957 mg, 8.33 10-3 mol, 1.05 
eq), copper(II) diacetate monohydrate (32 mg, 1.59 10-3 
mol, 0.2 eq) and sodium ascorbate (63 mg, 3.17 10-3 mol, 0.4 eq) was mixed in an 
equivolumic mixture of water/tert-butanol (40 mL) and stirred overnight at room tempera-
ture. The resulting green solution was diluted with chloroform (40 mL) and washed succes-
sively with water (2×40 mL) and saturated Na2EDTA solution (2×40 mL). The organic extract 
was dried over MgSO4 and evaporated. The crude product was purified by column chroma-
tography (neutral alumina, CH2Cl2) yielding a green solid (1.35 g).  
Yield: 86%. 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 3.84 (s, 3H, OCH3), 5.26 (s, 2H, CH2), 
7.25 (ddd, 1H, Hpyr-5, 
3
J = 7.6 Hz, 3J = 4.9 Hz, 4J = 1.2 Hz), 7.80 (dt, 1H, Hpyr-4, 
3
J = 7.6 Hz, 4J = 
1.8 Hz), 8.18 (dt, 1H, Hpyr-3, 
3
J = 7.6 Hz, 4J = 1.0 Hz), 8.39 (s, 1H, =CH), 8.62 (ddd, 1H, Hpyr-6, 
3
J = 
4.9 Hz, 4J = 1.8 Hz, 5J = 1.1 Hz); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 50.9 (CH2), 53.1 (CH3), 
120.3, 123.0, 136.9, 149.5 (CHpyr), 123.5 (CHta), 148.9 (Cpyr), 150.0 (Cta), 166.5 (COOMe); IR 
(KBr): ν(C=O) = 1741 cm
-1; MS (DCI/CH4): m/z 219 [M+H]
+, 247 [M+C2H5]
+. 
[Re(CO)3(pyta-COOMe)Cl] 2 
This was prepared by a substitution route from commer-
cial [Re(CO)5Cl]. A solution of 1 (203 mg, 0.93 10
-3 mol) and 
[Re(CO)5Cl] (410 mg, 1.13 10
-3 mol, 1.2 eq) in MeOH (20 mL) 
N
N
N
N
COOMe
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CO
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OC CO
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was stirred overnight at 65°C. After cooling to room temperature, the yellow solution was 
concentrated to 5 mL. The yellow small crystals formed were filtered out, washed with cold 
methanol and vacuum-dried. Two additional crops were obtained from the mother liquor 
after its concentration to 5 mL and its storage at 4°C for 4 hours. (383 mg of complex were 
collected).  
Yield: 79%. 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 3.79 (s, 3H, OCH3), 5.79 (s, 2H, CH2), 
7.66 (ddd, 1H, Hpyr-5, 
3
J = 7.5 Hz, 3J = 5.6 Hz, 4J = 1.5 Hz), 8.30 (dt, 1H, Hpyr-4, 
3
J = 7.6 Hz, 4J = 
1.5 Hz), 8.41 (ddd, 1H, Hpyr-3, 
3
J = 7.9 Hz, 4J = 1.4 Hz, 4J = 0.9 Hz), 8.98 (ddd, 1H, Hpyr-6, 
3
J = 5.5 
Hz, 4J = 1.5 Hz, 5J = 0.9 Hz), 9.27 (s, 1H, Hta); 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 52.6 
(CH2), 53.4 (CH3), 123.3, 127.1, 141.1, 153.6 (CHpyr), 127.8 (CHta), 148.8 (Cpyr), 148.9 (Cta), 
167.2 (COOMe), 189.4, 197.1, 198.0 (C≡O); IR (KBr) ν(C=O) = 1746, ν(C≡O) = 2027; 1905-1890 
cm-1; MS (DCI/NH3): m/z 503/505 [M+NH4-HCl]
+, 539/541 [M+NH4]
+. 
[Re(CO)3(pyta-COOMe)(CH3CN)][OTf] 3 
A solution of 2 (202 mg, 3.86 10-4 mol) in distilled ace-
tonitrile (40 mL) was placed under argon. A solution of sil-
ver trifluoromethanesulfonate (119 mg, 4.63 10-4 mol, 1.2 
eq) in distilled THF (4 mL) was added and the mixture was 
heated to reflux in the dark overnight. After cooling, the 
solution was filtered off on sintered glass, then twice on a 
0.45 µm-PTFE-Millipore® and once on a 0.22 µm-GF-Millipore®. The solvents were evapo-
rated, giving a white powder which was used with no further purification (254 mg).  
Yield: 97%. 1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 2.23 (s, 3H, CH3CN); 3.85 (s, 3H, 
COOCH3); 5.50 (AB system, Δδ=0.02 ppm, 2H, CH2COOMe, JAB=18 Hz); 7.54 (ddd, 1H, Hpyr-5, 
3
J=7.5 Hz, 3J=5.7 Hz, 4J=1.5 Hz); 8.17 (td, 1H, Hpyr-4, 
3
J=7.8 Hz, 4J=1.5 Hz); 8.25 (ddd, 1H, Hpyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 4J=1.5 Hz, 5J=0.9 Hz); 8.89 (ddd, 1H, Hpyr-6, 
3
J=5.7 Hz, 4J=1.5 Hz, 5J=0.9 Hz); 9.16 (s, 
1H, Hta); 
13C NMR (CDCl3, 75 MHz): δ (ppm) = 3.5 (CH3CN); 52.3 (CH2COOCH3); 53.4 
(CH2COOCH3); 120.5 (q, CF3, 
1
J=320 Hz); 121.7 (CH3CN); 123.8 (CHpyr-3); 126.9 (CHpyr-5); 128.5 
(CHta); 141.2 (CHpyr-4); 149.2 (Cta); 149.8 (Cpyr); 153.2 (CHpyr-6); 165.8 (COOMe); 189.2, 191.3, 
193.6 (C≡O); IR (KBr): ν(C=O)=1757 cm
-1; ν(C≡O)=2041; 1990-1928 cm
-1; ν(C-H)Ar=3119 cm
-1; MS 
Re+
OC CO
CO
NC-CH3N
N
N
N
MeOOC OTf
-
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(ESI-): m/z (%) = 149 [OTf]- ; MS (ESI+): m/z (%) = 487(15)/489(23) [M-OTf-CH3CN]
+; 
515(60)/517(100) [M-OTf-CH3CN+CO]
+; 528(32)/530(55) [M-OTf]+; HRMS (ESI+): m/z calcd 
(found) 528.0452 (528.0446) [M-OTf]+. 
Di-tert-butyl-2,2'-((pyridin-4-ylmethyl)azanediyl)diacetate 4-PyrIDA-tBu  
Di-tert-butyl iminodiacetate (500 mg, 2 10-3 mol) and 
diisopropylethylamine (652 µL, 4 10-3 mol, 2 eq) were dissolved 
in DMF (50 mL). The solution was placed on an ice bath before 4-(bromomethyl)pyridine 
hydrobromide (485 mg, 2 10-3 mol, 1 eq) was added slowly. The mixture was stirred at room 
temperature for 36 hours, then at 60°C for 24 hours. The solvent was evaporated through 
trap-to-trap process. The brown solid was purified by column chromatography (silica, petro-
leum ether/ethyl acetate: 70/30) yielding a colorless oil (394 mg). 
Yield: 59%. 1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 1.44 (s, 18H, tBu); 3.39 (s, 4H, 
CH2COO); 3.91 (s, 2H, CH2N); 7.36 (d, 2H, CHpyr-b,d, J=6.0 Hz); 8.52 (d, 2H, CHpyr-a,e, J=6.0 Hz); 
13C NMR (CDCl3, 75 MHz): δ (ppm) = 28.1 (CH3); 55.3 (CH2COO); 56.6 (CH2N); 81.2 (CtBu); 
123.7 (CHpyr-b,d); 148.5 (Cpyr-c); 149.6 (CHpyr-a,e); 170.3 (COOtBu); IR (KBr): ν(C=O)=1740 cm
-1; MS 
(DCI/NH3): m/z (%) = 337.2 (100) [M+H]
+. 
[Re(CO)3(pyta-COOMe)(4-PyrIDA-tBu)][OTf] 4  
Compound 3 (100 mg, 1.47 10-4 mol) was 
placed in a 10 mL-sealed glass tube for microwave 
experiment. A solution of 4-PyrIDA-tBu (123 mg, 
3.68 10-4 mol, 2.5 eq) in distilled THF (4 mL) was 
added and the mixture was heated at 105°C for 1 
hour (Power: 160 W; cooling ON). The solvent was 
then evaporated and the brown solid was purified by column chromatography (silica, di-
chloromethane/ethyl acetate: 80/20 (M0) to M0/methanol: 95/5), giving a yellow solid (127 
mg) which fluoresces at 365 nm.  
Yield: 89%. 1H NMR (CDCl3, 500 MHz): δ (ppm) = 1.40 (s, 18H, tBu); 3.33 (s, 4H, 
NCH2COOtBu); 3.86 (s, 3H, CH3); 3.93 (s, 2H, Pyr-CH2N); 5.53 (AB system, Δδ=0.09 ppm, 2H, 
N
N COOtBu
COOtBu
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CH2COOMe, JAB=17 Hz); 7.45 (d, 2H, Hpyr-b,d, J=6.0 Hz); 7.60 (ddd, 1H, Hpyr-5, 
3
J=7.0 Hz, 3J=6.0 
Hz, 4J=1.5 Hz); 8.10 (d, 2H, Hpyr-a,e, J=6.0 Hz); 8.15 (td, 1H, Hpyr-3, 
3
J=8.0 Hz, 4J=1.5 Hz); 8.31 (dt, 
1H, Hpyr-4, 
3
J=8.0 Hz, 4J=1.0 Hz); 9.05 (ddd, 1H, Hpyr-6, 
3
J=5.5 Hz, 4J=1.0 Hz, 5J=0.5 Hz); 9.45 (s, 
1H, Hta); 
13
C NMR (CDCl3, 125 MHz): δ (ppm) = 28.0 (tBu); 52.4 (CH2COOMe); 53.5 (CH3); 55.6 
(NCH2COOtBu); 56.2 (Pyr-CH2N); 81.6 (CtBu); 120.3 (q, CF3, 
1
J=320 Hz); 124.2 (CHpyr-4); 126.2 
(CHpyr-b,d); 127.1 (CHpyr-5); 129.0 (CHta); 141.5 (CHpyr-3); 149.1 (Cta); 149.6 (Cpyr-2); 151.3 (CHpyr-
a,e); 152.4 (CHpyr-6); 154.0 (Cpyr-c); 165.7 (COOMe); 170.0 (COOtBu); 190.4, 193.6, 195.8 (C≡O); 
IR (KBr): ν(C=O)=1733 cm
-1; ν(C≡O) = 2031, 1985-1925 cm
-1; ν(C-H)Ar = 3108 cm
-1; MS (ESI+): m/z 
(%) = 823.2 (62)/825.2 (100) [M-OTf]+; HRMS (ESI+): m/z calcd (found) 823.2230 (823.2188) / 
825.2258 (825.2271) [M-OTf]+  
[Re(CO)3(pyta-COOMe)(4-PyrIDA)][OTf] 5 
A solution of 4 (127 mg, 1.31 10-4 mol) in 
CH2Cl2 (12 mL) was placed in a 25 mL-round-
bottomed flask in an ice bath. Trifluoroacetic 
acid (2.2 mL, 3.93 10-2 mol, 300 eq) was added 
dropwise and the mixture was stirred at 0°C for 
24 hours. The solvent and TFA were then evap-
orated: new dichloromethane was added several times to co-evaporate TFA until dryness. 
The light-yellow powder was purified by RP-HPLC (XBridge C18 column, 5 µm, 150x19 mm, 
20 mL/min; Solvent A = 0.1% TFA in water; Solvent B = 0.1% TFA in CH3CN; Gradient system 
beginning with A:B 90:10, following a linear gradient up to 75:25 from 0 to 1 min, then up to 
40:60 from 1 to 10 min). A yellow solid was obtained (112 mg).  
Yield: 99%. 1H NMR (D2O, 300 MHz): δ (ppm) = 3.88 (s, 3H, CH3); 3.93 (s, 4H, CH2COOH); 
4.43 (s, 2H, Pyr-CH2N); 5.65 (s, 2H, CH2COOMe); 7.47 (d, 2H, Hpyr-b, d, 
3
J=6.6 Hz); 7.71 (ddd, 
1H, Hpyr-5, 
3
J=7.8 Hz, 3J=5.7 Hz, 4J=1.5 Hz); 8.05 (ddd, 1H, Hpyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 4J=1.2 Hz, 5J=0.9 
Hz); 8.21 (td, 1H, Hpyr-4, 
3
J=7.8 Hz, 4J=1.2 Hz); 8.45 (d, 2H, Hpyr-a, e, 
3
J=6.3 Hz); 8.84 (s, 1H, Hta); 
9.30 (ddd, 1H, Hpyr-6, 
3
J=5.4 Hz, 4J=1.2 Hz, 5J=0.6 Hz); 13C NMR (D2O, 125 MHz): 52.3 
(CH2COOMe); 54.3 (CH3); 55.8 (CH2COOH); 56.7 (Pyr-CH2N); 116.3 (q, CF3, 
1
J=289 Hz); 123.2 
(CHpyr-3); 127.3 (CHta + CHAr-5); 127.9 (CHpyr-b, d); 141.4 (CHpyr-4); 142.3 (Cpyr-c); 148.7 (Cpyr-2); 
OTf-
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149.7 (Cta); 152.8 (CHpyr-a, e ; 153.7 (CHpyr-6); 167.9 (COOMe); 169.6 (COOH); 191.4, 194.4, 
195.8 (C≡O); IR (KBr) : ν(C=O) = 1680; ν(C≡O) = 2038, 1943-1912 cm
-1; MS (ESI-): m/z (%) = 148.8 
[OTf]-; MS (ESI+): m/z (%) = 487.1 (12) /489.1 (21) [M-(4-PyrIDA)]+; 515.1 (47) /517.1 (71) 
[M+CO-(4-PyrIDA)]+; 711.1 (92) / 713.1 (100) [M-OTf]+; HRMS (ESI+): m/z calcd (found) 
711.0978 (711.0978) / 713.1006 (713.1006) [M-OTf]+; RP-HPLC : Rt = 6.45 min. 
[Re(CO)3(pyta-COO
-K+)(4-PyrIDA-tBu)][OTf] 6 
In a 5 mL-round-bottomed flask containing 
100 mg 4 (1.03 10-4 mol) in 2 mL MeOH, a solu-
tion of potassium carbonate K2CO3 (14 mg, 1.03 
10-4 mol, 1 eq) in 1 mL distilled water was added. 
The mixture was stirred overnight at room tem-
perature. The solvent was then evaporated. The 
white residue was dissolved in dichloromethane, filtered on PTFE microfilter and dried to 
give a white powder (90 mg). 
Yield: 88%. 1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 1.39 (s, 18H, tBu); 3.30 (s, 4H, CH2); 
3.84 (s, 2H, Pyr-CH2N); 5.19 (AB system, Δδ=0.10 ppm, 2H, CH2COOK, JAB=17 Hz); 7.41 (d, 2H, 
Hpyr-b, d, 
3
J=6.3 Hz); 7.54 (m, 1H, Hpyr); 8.10-8.28 (m, 4H, Hpyr + Hpyr-a, e); 8.95 (d, 1H, Hpyr, 
3
J=5.4 
Hz); 9.16 (s, 1H, Hta); 
13C NMR (CDCl3, 75 MHz): δ (ppm) = 28.0 (tBu); 55.6 (CH2COO
-, 
CH2COOtBu); 56.4 (Pyr-CH2N); 81.4 (CtBu); 120.0 (q, CF3, 
1
J=317 Hz); 124.3 (CHpyr); 126.0 
(CHpyr-b, d + CHpyr); 126.5 (CHta); 141.5 (CHpyr); 148.9 (Cpyr-2); 150.3 (Cta); 151.5 (CHpyr); 153.7 
(Cpyr-c); 169.4 (COO
-); 170.1 (COOtBu); 190.8, 194.0, 196.2 (C≡O); IR (ATR) : ν(C=O)=1732 cm
-1; 
ν(C≡O) = 2033, 1918-1885 cm
-1; ν(C-H)Ar=3108 cm
-1; MS (ESI+): m/z (%) = 809.2 (58)/811.2 (100) 
[M-OTf-K+H]+; HRMS (ESI+): m/z calcd (found) 809.2073 (809.2078) [M-OTf-K+H]+. 
 
[Re(CO)3(pyta-COOMe){(4-PyrIDA)Re(CO)3}] 7 
In a 5mL-round-bottomed flask, diacid 5 (110 
mg, 1.12 10-4 mol) and [Re(CO)3(H2O)3]Br (54 mg, 
1.34 10-4 mol, 1.2 eq) were dissolved in 2.5 mL of 
ultrapure water, pH 4 (adjusted with NaOH 0.1 M). 
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The solution was stirred 7,5 h at 40°C. After cooling and evaporation, the residue was puri-
fied by RP-HPLC (XBridge C18 column, 5 µm, 150x19 mm, 20 mL/min; Solvent A = 0.1% TFA 
in water; Solvent B = 0.1% TFA in CH3CN; Gradient system beginning with A:B 70:30, follow-
ing a linear gradient up to 60:40 from 0 to 8 min, then up to 0:100 from 8 to 11 min) to ob-
tain 41 mg of a light-yellow powder.  
Yield: 37%. 1H NMR (CD3CN, 500 MHz): δ (ppm) = 2.91 (AB system, Δδ=0.04 ppm, 2H, 
NCH2COORe, J=16 Hz); 3.64 (AB system, Δδ=0.02 ppm, 2H, NCH2COORe, J=16 Hz); 3.83 (s, 
3H, CH3); 4.30 (AB system, Δδ=0.02 ppm, 2H, Pyr-CH2N, J=13.5 Hz); 5.50 (s, 2H, CH2COOMe); 
7.33 (d, 1H, Hpyr, 
3
J=6.5Hz); 7.45 (d, 1H, Hpyr, 
3
J=6.5Hz); 7.68 (m, 1H, Hpyr-5); 8.06 (m, 1H, Hpyr-
3); 8.17 (d, 1H, Hpyr, 
3
J=7.0 Hz); 8.21 (m, 1H, Hpyr-4); 8.30 (d, 1H, Hpyr, 
3
J=6 Hz); 8.65 (s, 1H, Hta); 
9.18 (d, 1H, Hpyr-6, 
3
J=6 Hz); 13C NMR (CD3CN, 125 MHz)*: δ (ppm) = 53.5 (CH2COOMe); 54.0 
(COOCH3); 63.4, 63.5 (CH2COORe); 70.0 (Pyr-CH2N); 124.5 (CHpyr-3); 127.0 (CHpyr); 128.5 
(CHpyr-5 + CHta); 130.0 (CHpyr); 142.4 (CHpyr-4); 145.9 (Cpyr-c); 150.0, 150.5 (COORe); 152.8 
(CHpyr); 153.4 (CHpyr); 154.9 (Cpyr-6); 160.1, 160.4 (Cpyr-2 + Cta); 167.0 (COOMe); IR (KBr): 
νC≡O=2035, 1917-1886 cm
-1; MS (ESI+): m/z (%) = 979.03 (30) / 981.03 (100) / 983.03 (88) 
[M+H]+; 1001.01 (27) / 1003.01 (88) / 1005.01 (79) [M+Na]+; HRMS (ESI+): m/z calcd (found) 
979.0277 (979.0259) [M+H]+; RP-HPLC: Rt = 11.0 min 
*: Due to the poor quality of the 
13
C NMR spectra, the carbonyl groups are blurred in the 
spectrum background and consequently, were not observed. Nevertheless, IR and MS spectra 
confirmed the presence of the CO groups. 
[Re(CO)3(pyta-COOMe){(4-PyrIDA)
99mTc(CO)3}] 8 
99m
Tc-labelling procedure: In a vial, 50 µL of the freshly prepared precursor 
[99mTc(CO)3(H2O)3]
+ in water were added to 100 µL of 5 (1.09 10-3 M) in ethanol according to 
Alberto et al. procedure.51 The pH was adjusted to 3-4 with 100 µL of acetic acid (0.2 M). The 
mixture was stirred at room temperature for 10 minutes. The resulting radiocomplex was 
analyzed and purified by HPLC (CIL Stability BS C23 column, 5µm, 4.6x150 mm, 1mL/min, 
isocratic gradient, solvent system: water/methanol 31:69 + 0.1% TFA) leading to bimetallic 
Re/99mTc complex, in 90% yield, with a high radiochemical purity (>95%). tR = 3.50 min (cor-
responding isostructural Re/Re complex 7: tR = 3.55 min). 
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General procedure for the synthesis of 9-12:  
To 3 (0.36 mmol, 250 mg) in 50 mL of freshly distilled THF, a given ancillary ligand was 
added (1.8 mmol, 5 eq.), under nitrogen atmosphere. The mixture was refluxed during 5h 
and then stirred at r.t. during 1 day. The desired complex was precipitated by several addi-
tions of pentane (50 mL). 
 
[Re(CO)3(pyta-COOMe)(3-PyrNH2)][OTf] 9 
170 mg of 3-aminopyridine led to 230 mg of 9.  
Yield: 87%. 1H NMR (DMSO-d6, 500 MHz): δ (ppm) = 
3.79 (s, 3H, CH3); 5.85 (AB system, Δδ=0.20 ppm, 2H, 
CH2COOMe, JAB=18 Hz); 7.03 (m, 2H, Hpyr-c,d); 7.37 (m, 1H, 
Hpyr-5); 7.69 (m, 1H, Hpyr-3); 7.83 (m, 1H, Hpyr-4); 8.39 (m, 2H, 
Hpyr-a,e); 9.24 (m, 1H, Hpyr-6); 9.26 (s, 1H, Hta); 
13C NMR 
(DMSO-d6, 125 MHz): δ (ppm) = 53.0 (CH2); 53.6 (CH3); 119.9 (q, CF3, 
1
J=320 Hz); 122.4, 
127.1, 137.9, 138.9 (CHpyr); 123.3, 128.3, 128.7, 141.3, 154.5 (CHpyta); 147.8 (Cpyr); 148.6, 
149.1 (Cpyta); 167.1 (COOMe); 192.3-196.3 (3C≡O); MS (ESI
+): m/z = 582 [M]+; MS (ESI-): m/z= 
149 [OTf]-. 
[Re(CO)3(pyta-COOMe)(4-PyrCH2OH)][OTf] 10 
200 mg of 4-(hydroxymethyl)pyridine led to 180 mg of 
10.  
Yield: 67%. 1H NMR ((CD3)2CO, 500 MHz): δ (ppm) = 
3.86 (s, 3H, CH3); 4.67 (s, 2H, CH2OH); 5.82 (s, 2H, CH2); 
7,45 (m, 2H, Hpyr-b,d); 7.89 (ddd, 1H, J=8.1 Hz, J=5.7 Hz, 
J=2.4 Hz, Hpyr-5); 8.38 (m, 2H, Hpyr-3,4); 8.41 (m, 2H, Hpyr-
a,e); 9.26 (s, 1H, Hta); 9.45 (ddd, 1H, J=5.7Hz, J=1.5 Hz, J=0.9 Hz, Hpyr-6); 
13C NMR ((CD3)2CO, 
125 MHz): δ (ppm) = 54.4 (CH2); 54.6 (CH3); 63.3 (CH2O); 120.0 (q, CF3, 
1
J=320 Hz); 125.5 
(2CHpyr + CHpyta); 129.7, 130.0, 143.7, 156.0 (CHpyta); 151.0, 151.3 (Cpyta); 153.5 (2CHpyr); 158.7 
(Cpyr); 168.2 (COOMe); 191.4-195.7 (3C≡O); MS (ESI
+): m/z= 598 [M]+; MS (ESI-): m/z= 149 
[OTf]-; HRMS (ESI+):  m/z calcd (found) 596.0731 (596.0709) [M]+. 
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[Re(CO)3(pyta-COOMe)(3-PyrCH2OH)][OTf] 11 
200 mg of 3-(hydroxymethyl)pyridine led to 130 
mg of 11. 
Yield: 48%. 1H NMR ((CD3)2CO, 500 MHz): δ 
(ppm) = 3.87 (s, 3H, CH3); 4.60 (s, 2H, CH2OH); 5.82 
(s, 2H, CH2); 7.45 (ddd, 1H, J = 7.8 Hz, J = 5.4 Hz, J = 
0.6 Hz, Hpyr-5); 7.89 (m, 1H, Hpyr-3); 7.97 (m, 2H, 
Hpyr-c,d); 8.38 (m, 1H, Hpyr-4); 8.45 (m, 2H, Hpyr-e,a), 
9.25 (s, 1H, Hta); 9.46 (ddd, 1H, J = 5.7 Hz, J = 1.5 Hz, J = 0.9 Hz, Hpyr-6); 
13C NMR ((CD3)2CO, 
125 MHz): δ (ppm) = 54.4 (CH2); 54.6 (CH3); 62.0 (CH2O); 119.8 (q, CF3, 
1
J=320 Hz); 128.2, 
129.7, 130.0, 143.5, 143.7 (CHpyta); 138.3, 139.9, 152.0, 156.0 (CHpyr); 150.9, 151.2 (Cpyta); 
152.4 (Cpyr); 168.3 (COOMe); 193.2-197.4 (3C≡O); MS (ESI
+): m/z = 598 [M]+; MS (ESI-): m/z= 
149 [OTf]-; HRMS (ESI+): m/z calcd (found) 596.0731 (596.0722) [M]+. 
[Re(CO)3(pyta-COOMe)(4-PyrCH2Br)][OTf] 12 
460 mg of 4-(bromomethyl)pyridine led to 143 
mg of 12.  
Yield: 42%. 1H NMR ((CD3)2CO, 300 MHz): δ 
(ppm) = 3.84 (s, 3H, CH3); 4.98 (s, 2H, CH2Br); 
5.71 (s, 2H, CH2); 7.68 (m, 1H, Hpyr-5); 8.25 (m, 
1H, Hpyr-3); 8.35 (m, 3H, Hpyr-4,b,d); 9.07 (m, 3H, 
Hpyr-6,a,e); 9.16 (s, 1H, Hta); 
13C NMR ((CD3)2CO, 75 
MHz): δ (ppm) = 30.7 (CH2Br); 53.9 (CH2); 54.5 (CH3); 120.5 (q, CF3, 
1
J=320 Hz); 124.6, 128.1, 
128.5, 142.1, 155.1 (CHpyta); 129.6, 144.0 (2x2CHpyr); 150.7, 151.1 (Cpyta); 161.0 (Cpyr); 168.3 
(COOMe); 197.8-199.3 (3C≡O); MS (ESI+): m/z = 742 [M + HBr]+; MS (ESI-): m/z= 149 [OTf]-. 
Di-tertbutyl N-[1-(4-pyridyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]iminodiacetate 13 
Freshly prepared 4-azidopyridine (0.4 g, 3.3 
mmol), 3-[bis(tertbutoxycarbonylmethyl)amino]prop-
1-yne (0.94 g, 3.3 mmol, 1 eq.), copper(II) acetate 
monohydrate (130 mg, 0.66 mmol, 0.2 eq.) and so-
Re+
OC CO
CO
NN
N
N
N
MeOOC
Br
OTf-
2
3
4
5
6
e
d
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b
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dium ascorbate (260 mg, 1.32 mmol, 0.4 eq.) were mixed in acetonitrile (5 mL) and stirred 
overnight at 30°C. The resulting brown solution was cooled then diluted with chloroform (10 
mL) and washed twice with saturated Na2EDTA solution (2×15 mL). The aqueous solutions 
were extracted with chloroform (3×7 mL). The organic extracts were combined, dried over 
Na2SO4 and the solvent was taken off under reduce pressure. The crude product was purified 
by column chromatography on neutral alumina (CH2Cl2) to give 1.03 g of title compound. 
Suitable crystals for X-ray crystal structure determination were obtained by slow evapora-
tion of a methanol-dichloromethane solution. 
Yield: 77%. 1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 1.45 (s, 18H, CH3); 3.49 (s, 4H, CH2); 
4.12 (s, 2H, CH2); 7.72 (m, 2H, Hb,d); 8.24 (s, 1H, CHta) ; 8.75 (m, 2H, He,a); 
13C NMR (CDCl3, 75 
MHz): δ (ppm) = 28.1 (9CH3); 49.0 (CH2); 55.5 (2CH2); 81.3 (2CIV); 113.6, 151.6 (4CHAr); 120.7 
(CHta); 143.1, 147.5 (2Cpyta); 170.3 (2COOtBu); IR (KBr): νC=O = 1735 cm
-1; MS (DCI/NH3): m/z 
= 404 [M]+; 426 [M+Na]+; 443 [M+K]+; Elemental analysis calculated for C20H29N5O4: C 59.54, 
H 7.24, N 17.36%; found: C 59.24, H 7.32, N 17.44%. 
[Re(CO)3(pyta-COOMe)(13)][OTf] 14 
To 3 (0.36 mmol, 250 mg) in 50 
mL of freshly distilled THF, 13 was 
added (1.8 mmol, 726 mg, 5 eq.), 
under nitrogen atmosphere. The 
mixture was refluxed during 10h 
and then stirred at r.t. during 1 
day. The desired complex was pre-
cipitated by several additions of pentane (50 mL). After RP-HPLC purification (XBridge C18 
column, 150x19 mm, flow: 20 mL/min., solvent: H2O-0.1%TFA/CH3CN-0.1%TFA, gradient: 0-2 
min., 90/10 to 45/55; 2-11 min., 35/65. λ=240 nm), 128 mg of 14 were obtained. 
Yield: 38%. 1H NMR ((CD3)2CO, 500 MHz): δ (ppm) = 1.44 (s, 18H, CH3); 3.75 (s, 4H, CH2); 
3.88 (s, 3H, CH3); 4.40 (s, 2H, CH2); 5.62 (s, 2H, CH2); 7.90 (m, 1H, CH[5]); 8.10 (m, 2H, CHpyr-
b,d); 8.40 (m, 2H, CH[3+4]); 8.70 (m, 2H, CHpyr-a,e); 8.85 (s, 1H, CHta); 9.35 (s, 1H, CHta); 9.50 (m, 
1H, CHpyr-6); 
13C NMR ((CD3)2CO, 125 MHz): δ (ppm) = 27.3 (CH3tBu), 48.6 (CH2), 52.6 (CH2), 
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52.8 (CH3OMe), 54.4 (2CH2), 81.5 (CtBu), 116.0 (q, CF3, J=320 Hz), 116.2 (2CHpyr), 123.2 (CH), 
123.7 (CHpyta), 127.9 (2CHpyta), 141.9 (CHpyta), 144.6 (Cpyr), 144.9 (C), 149.2 (Cpyta), 149.6 
(Cpyta), 154.3 (2CHpyr + CHpyta), 166.4 (COOMe), 168.3 (COOtBu), 194.0-198.3 (3C≡O); MS 
(ESI+): m/z = 893 [M]+; HRMS (ESI+): m/z calcd (found) 890.2387 (890.2400) [M]+; RP-HPLC : 
Rt = 4.41 min. 
[Re(CO)3(pyta-COOMe)(4-PyrPMN-tBu)][OTf] 15 
Compound 3 (22 mg, 3.20 10-5 
mol) was placed in a 10 mL-sealed 
glass tube for microwave experiment. 
A solution of 4-PyrPMN-tBu (63 mg, 
9.46 10-5 mol, 3 eq) in distilled THF (2 
mL) was added and the mixture was 
heated at 105°C for 1 hour (Power: 160 W; cooling ON). The solvent was then evaporated 
and the brown solid was purified RP-HPLC (Phenomenex Luna C8 column, 5 µm, 150x4.6 
mm, 5 mL/min; Solvent A = ammonium formiate 50 mM pH 4; Solvent B = CH3CN; Gradient 
system beginning with A:B 40:60, following a linear gradient up to 10:90 from 0 to 3 min, 
then up to 0:100 from 3 to 13 min), giving a pale yellow solid (1.2 mg). 
Yield: 3%. 1H NMR (CDCl3, 300 MHz)*: δ (ppm) = 1.42 (s, 36H, CH3); 3.44 (s, 8H, CH2); 
3.89 (s, 3H, COOMe); 4.04 (s, 4H, CH2); 5.71 (AB system, Δδ=0.22 ppm, 2H, CH2, JAB=17 Hz); 
7.61 (m, 1H, CH); 7.65 (d, 2H, CH2, 
3
J=6.6 Hz); 7.81 (s, 1H, CH); 8.21 (bs, 2H, CH2); 8.27 (d, 2H, 
CH2, 
3
J=6.6 Hz); 8.66 (d, 1H, CH, 3J=8.1 Hz); 9.07 (d, 1H, CH, 3J=6.6 Hz); 10.23 (s, 1H, CH); MS 
(ESI+): m/z (%) = 487.02 (2) /489.02 (5) [Re(CO)3(pyta-COOMe)]
+, 671.40  (60) / 672.40 (25)  
[4-PyrPMN-tBu+H]+, 693.39 (100) / 694.39 (42) [4-PyrPMN-tBu+Na]+; RP-HPLC: tR = 10.95 
min 
*: This spectrum was done with a very few amount of product. More analyses are required to 
describe (and confirm) the structure.  
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[Re(CO)3(pyta-COOMe)(4-PyrPh)][OTf] 16 
In a 10 mL-sealed glass tube for microwave 
experiment, 3 (50 mg, 7.37 10-5 mol) and 4-
phenylpyridine (35.6 mg, 2.30 10-4 mol, 3 eq) were 
dissolved in distilled tetrahydrofuran (4 mL). The 
mixture was heated by microwave at 105°C for 1 
hour (Power: 160 W; cooling ON). After cooling and 
evaporation of the solvent, the orange residue was purified on silica gel column chromatog-
raphy (dichloromethane/ethyl acetate 80:20 to dichloromethane/ethyl acetate/methanol 
76:19:5) giving 54 mg of a light yellow powder. 
Yield: 92%. 1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 3.87 (s, 3H, CH3); 5.56 (AB system, 
Δδ=0.10 ppm, 2H, CH2COOMe, J=17 Hz); 7.42-7.56 (m, 7H, Hph+Hpyr-b,d); 7.63 (ddd, 1H, Hpyr-5, 
3
J=7.5 Hz, 3J=5.7 Hz, 4J=1.5 Hz); 8.11 (td, 1H, Hpyr-4, 
3
J=7.8 Hz, 4J=1.5 Hz); 8.22 (m, 3H, Hpyr-a, 
e+Hpyr-3); 9.10 (ddd, 1H, Hpyr-6, 
3
J=5.7 Hz, 4J=1.2 Hz, 5J=0.9 Hz); 9.40 (s, 1H, Hta); 
13C NMR 
(CDCl3, 75.5 MHz): δ (ppm) = 52.4 (CH2COOMe); 53.5 (CH3); 120.5 (q, CF3, 
1
J=320 Hz); 124.1 
(CHpyr-3); 124.3 (CHpyr-b,d); 127.0 (CHph); 127.2 (CHpyr-5); 129.4 (CHph); 130.7 (CHph); 135.2 (Cph); 
141.5 (CHpyr-4); 149.1 (Cta); 149.5 (Cpyr-2); 151.8 (Cpyr-c + CHpyr-a,e); 152.6 (CHpyr-6); 165.8 
(COOMe); 190.4, 193.6, 195.8 (C≡O); IR (KBr): ν(C=O)=1733 cm
-1; ν(C≡O) = 2031, 1985-1925 cm
-
1; ν(C-H)Ar=3108 cm
-1; MS (ESI+): m/z (%) = 642.09 (55)/644.10 (100) [M-OTf]+; HRMS (ESI+): 
m/z calcd (found) 642.0916 (642.0925). 
VII.3. Biological evaluation of dinuclear entities 7 and 8 
VII.3.1. Radiocomplex Re/99mTc (8) stability vs. Histidine and human serum 
The histidine or serum challenge experiments were performed on purified radiocomplex 
8 using a large excess of histidine (1:20 molar ratio) or serum. In a vial containing 100 µL of 
freshly prepared histidine/serum solution (histidine monohydrate monohydrochlorate 
PROLABO; 4.77 10-3 M in water; serum was collected from a separation of fresh human 
blood on agar gel), 20 µL of purified Re/99mTc complex 8 (1.2 10-3 M) were added. The mix-
ture was stirred at 37°C from 1 to 18h. After this incubation time, histidine challenge was 
directly analyzed by HPLC. For the serum challenge, 100 µL of CH3CN were added, the mix-
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ture was centrifuged 5 min at 300 rpm. The supernatant was then analyzed by HPLC under 
the previous conditions. 
VII.3.2. Cytotoxicity evaluation 
Human alveolar (A549), human breast (MCF7) and human colon (HT29) adenocarcinoma 
cells were obtained from the Developmental Therapeutics Branch of the National Cancer 
Institute, Bethesda, MD (USA). Cells were grown with RPMI-1640 GlutaMax medium, 10% 
fetal bovine serum (GIBCO, Grand Island, USA), at 37°C and 5% CO2 in flasks purchased from 
Nunc (Denmark). Cell passaging was performed twice a week. Adherent cells cultures were 
washed once with phosphate buffer saline (PBS, 10x, pH 7.2, GIBCO) and harvested by strip-
ping of flasks with trypsin (0.25% Trypsin-EDTA, 1X, Phenol Red, GIBCO) after 5 minutes in-
cubation period at 37°C. Cells were counted on Countess Automatic Cells Counter, using 
trypan blue, before being plated into a 96-well plate (800 MCF7 or HT29 cells / 1,000 A549 
cells per well). 24 h later, the medium was removed and replaced by 200 µL dilutions of 7 in 
RPMI, 1% DMSO. After a 72 h incubation time, the number of surviving cells was estimated 
by MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) assay52 : after re-
moving the medium, MTT reagent (200 µL per well, 0.5 mg/mL in RPMI) was added. After 4 
h, it was removed and DMSO was added (150 µL per well) to dissolve formazan crystals. Ab-
sorbance of the purple solutions was evaluated on a microplate spectrophotometer (Bio-Tek 
Instruments; measures at 570 and 630 nm). Wells treated with solvent only were considered 
as control, with 100% viability. Absorbance of treated wells was compared to this control 
value, to estimate cell viability. All experiments were performed in triplicate. 
VII.3.3. Confocal microscopy 
5,000 cells of the different strains were plated onto 96-black well plates and incubated 
at 37°C, 5% CO2 for 24 h, in 200 µL RPMI medium. After this incubation time, medium was 
removed and replaced by 200 µL of different 7 dilutions (0, 50, 100 and 200 µM) in RPMI 
medium. The compound was incubated 72h and then removed. Cells were washed twice 
with PBS and viewed still in PBS under a Zeiss LSM 510 confocal microscope with LSM Image 
Browser software, equipped with diode laser amongst others. Fluorescence was observed at 
room temperature with a 25x objective with an excitation at 405 nm, using the DAPI configu-
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ration (emission in blue area). Wells without compound 7 were used for each strain as con-
trol to ensure that no background fluorescence was recorded. 
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VIII. Annexes 
 
VIII.1. Annexe 1 
Spectres RMN 
1
H, 
13
C, MS, HRMS et HPLC des composés 5 et 7 
 
 
VIII.2. Annexe 2 
Principales données cristallographiques pour la molécule 13 
 
 
VIII.2. Annexe 3 
Structures des molécules synthétisées 1-16 
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1H NMR spectrum of 5 (D2O, 300 MHz) 
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 1H NMR spectrum of 7 (CD3CN, 500 MHz) 
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13C-JMOD NMR spectrum of 5 (D2O, 125 MHz) 
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13C-JMOD NMR spectrum of 7 (CD3CN, 125 MHz) 
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Mass Spectrum of 5 (ESI+ mode) 
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High Resolution Mass Spectrum of 5 (ESI+ mode) 
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Mass Spectrum of 7 (ESI+ mode). 
In the window: experimental MS zoom (up), [M+H]+ (middle) and [M+Na]+ (bottom) theoretical isotopic signatures 
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High Resolution Mass Spectrum of 7 (ESI+ mode) 
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Analytical Chromatograms of 5 (top) and 7 (bottom) after HPLC purification 
(Column: Acquity BEH UPLC C18 column, 1.7 µm 2.1x50 mm, 0.3 mL/min,  
Solvent (A/B): 0.1% TFA in water / 0.1% TFA in CH3CN, Gradient: from A:B 90:10 to 0:100 in 4.5 min, λ=239 nm) 
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Table 1 : Crystal data and structure refinement for molecule 13 
Formula C20H29N5O4 
M 403.48 
Crystal system Monoclinic 
Colour 
Crystal size [mm] 
colourless 
0.30 x 0.20 x 0.20  
Space group P21 
a [Å] 9.1568(8) 
b [Å] 11.4452(10) 
c [Å] 11.4928(11) 
α, γ [deg] 90 
β [deg] 110.840(4) 
V [Å3] 1125.66(18) 
Z 2 
T [K] 193(2) 
d [g/cm3] 1.190 
F(000) 432 
Reflections collected 11329 
Independent reflections 3530 
Data/restraints/parameters 3530/1/268 
Final R indices [I > 2σ(I)]a R1 = 0.0585, wR2 = 0.1016 
R indices (all data)a R1 = 0.1306, wR2 = 0.1220 
Goodness-of-fit on F2 1.003 
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Table 2. Selected bonds lengths (Å) and angles (deg.) in 13 
Bond lengths Bond angles 
N(3)-N(2) 
N(4)-N(3) 
N(4)-C(7) 
C(6)-C(7) 
C(10)-O(1) 
C(10)-O(2) 
C(16)-O(3) 
C(16)-O(4) 
1.356(3) 
1.308(4) 
1.358(4) 
1.359(4) 
1.200(4) 
1.328(4) 
1.202(4) 
1.339(4) 
C(7)-N(4)-N(3) 
N(4)-N(3)-N(2) 
N(3)-N(2)-C(6) 
N(2)-C(6)-C(7) 
C(6)-C(7)-N(4) 
O(1)-C(10)-O(2) 
O(3)-C(16)-O(4) 
109.6(2) 
106.8(2) 
110.1(3) 
105.3(3) 
108.2(3) 
126.3(3) 
125.4(3) 
 
 
Figure 1. ORTEP drawing of 13 with numbering scheme.  
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CHAPITRE III 
LIGANDS MACROCYCLIQUES À CHROMOPHORES « CLICK » : 
DE LA PHOTOSENSIBILISATION D’IONS Ln(III) LUMINESCENTS COMPLEXÉS  
À LA CONCEPTION DE SONDES HÉTÉROBIMETALLIQUES Re(I)/Ln(III) 
Dans ce chapitre, des structures chélatantes macrocycliques de type DO3A à chromophores bi-
dentes obtenus par chimie Click seront étudiées tout d’abord pour la complexation et la photosen-
sibilisation d’ions Ln(III), avant d’envisager la complexation séquentielle d’un ion Ln(III) (ou assimi-
lés) et d’un métal de transition comme le Re(I) afin de réaliser des sondes hétérobimétalliques po-
tentiellement bimodales. 
 
Après avoir expliqué notre choix de telles structures en se basant sur la littérature, ce chapitre 
s’organisera comme suit : (i) la synthèse et la caractérisation des ligands, (ii) la synthèse et la ca-
ractérisation structurale des complexes de Ln(III) correspondants, (iii) l’étude photophysique appro-
fondie des complexes luminescents (Eu, Tb), avec le cas particulier d’une potentielle sonde à pH. 
Une dernière partie développera les essais préliminaires de complexation séquentielle de Re(I) 
et de Ln(III) (Ln = Eu, Gd, Yb), premières associations choisies dans le but d’étudier la faisabilité de 
telles structures hétérobimétalliques à visée bimodale. 
N.B. : Pour une lecture plus aisée, l’ensemble des structures chélatantes synthétisées relatives à ce 
chapitre se trouvent en annexe VIII p. 285. 
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I. Introduction 
Ce troisième et dernier chapitre est centré sur l’évaluation de chromophores bidentes pyri-
dine-triazole et pyridine-tétrazole (respectivement pyta et pytz), obtenus tous deux par cy-
cloaddition 1,3-dipolaire, en tant que sensibilisateurs d’ions lanthanides Eu(III) et Tb(III). 
Les travaux de Mazzanti ont démontré que les unités bidentes et tridentes de type pytz, 
simples (figure 1, L1H2 et L2H2)
1,2
 ou introduites sur une plateforme tripodale (figure 1, L3H3)
3
, 
permettent d’accéder à des complexes de lanthanide luminescents très performants. La 
photosensibilisation des ions Ln(III) par ce type d’antenne permet d’atteindre des valeurs de 
rendements quantiques de luminescence autour de 20-40 % avec l’ion Eu(III) et jusqu’à 60 % 
avec l’ion Tb(III). Cet excellent effet d’antenne s’explique par la position énergétique de 
l’état triplet T1 du chromophore particulièrement adapté à la photosensibilisation de l’ion 
Tb(III). Cependant, les complexes homoleptiques basés sur les ligands L1H2 et L2H2 ou ceux 
obtenus avec le ligand tripode L3H3 restent inappropriés pour une utilisation en tant que 
sondes luminescentes pour le Vivant, en raison d’une stabilité et/ou d’une solubilité insuffi-
santes en milieu aqueux. 
Par ailleurs, peu de travaux ont été rapportés sur les complexes de Ln(III) luminescents 
incorporant les unités tridentes bis-triazolylpyridine (BTP, équivalent du tripy vu dans le cha-
pitre II) en solution aqueuse et il n’y en a, à notre connaissance, aucun portant sur des unités 
bidentes pyta. L’unité tridente 2,6(bis(1-aryl-1,2,3-triazol-4-yl)pyridine (figure 1, L4) proposé 
par Hecht et coll.,
4
 ainsi que le ligand BTP diphosphonate de Rodriguez-Ubis et coll.
5
 (figure 
1, L5), montrent des photosensibilisations effectives des ions Eu(III) et Tb(III) à l’état solide. 
Récemment, Fletcher et coll. ont évalué le ligand tridente 2,6(bis(1-benzyl-1,2,3-triazol-4-
yl)pyridine (figure 1, L6) portant deux groupements benzyle, en tant que chélatant des ions 
Eu(III), Tb(III), Sm(III) et Dy(III) luminescents :
6
 cette fois-ci, des spectres d’émission de lumi-
nescence des complexes (Ln:L6 1:3) en solution aqueuse éthanolique sont rapportés ainsi 
que des études favorables en termes de stabilité (stabilité de pH de 1 à 11, résistance au 
photoblanchiment) et de cytotoxicité. 
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Figure 1 : Structures des ligands bidentes et tridentes dérivés de pyridine-tétrazole (L1H2, L2H2, L3H3)  et pyri-
dine triazole (L4, L5, L6) complexant les ions lanthanides décrits dans la littérature.
1-6 
C'est dans ce contexte que nous nous sommes intéressés à la synthèse d'une structure 
complexante incorporant une unité bidente pyta ou pytz qui assurerait  d'une part, une pho-
tosensibilisation efficace des ions Eu(III) et Tb(III), et d'autre part, une solubilité et une stabi-
lité des complexes en milieu aqueux. 
Récemment, notre équipe a rapporté l'efficacité d’un chromophore bidente pyridine-
pyrazole en tant qu'antenne au sein de différentes structures chélatantes (figure 2).
7,8
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Figure 2 : Ligands à motifs bidentes pyridine-pyrazole mis au point précédemment par notre équipe.
7,8 
Ces structures sont de nature acyclique (L7H4) ou macrocyclique avec un chromophore 
introduit de manière endo- (L8H3) ou exo-cyclique (L9H3). Si les complexes de Tb(III) obtenus 
avec les ligands L7H4 et L8H3 ont les meilleures efficacités de transfert d’énergie antenne-Ln 
(ΦCISΦET) grâce à une distance chromophore-Ln plus courte et une plus forte interaction, le 
complexe L9/Tb présente toutefois un rendement quantique Φ tout aussi élevé et une durée 
de vie d’émission τ plus grande d’un facteur 1,5, grâce à neuf fonctions coordinantes assu-
rant une protection totale de l’ion lanthanide contre les interactions défavorables avec les 
molécules d’eau (q = 0). Les complexes de Ln(III) avec ce ligand L9H3 ont de plus d’excellentes 
solubilité et stabilité cinétique en milieu aqueux (logKcond(L9/Tb) = 18,3 à pH 7,3, déterminé 
par une réaction de compétition avec le DTPA, vide infra). 
L’ensemble de ces résultats a donc orienté notre choix vers une structure complexante 
macrocyclique du type DO3A. L’objectif premier de ce chapitre est ainsi la synthèse de li-
gands DO3A-pyta-R et DO3A-pytz-R (R : substituant du motif tri- ou tétrazole) et d’évaluer 
les propriétés de luminescence en milieu aqueux des complexes avec les ions Eu(III) et Tb(III) 
luminescents (figure 3). Les substituants choisis dans un premier temps sont R = H et R = CH3, 
les ligands méthylés étant les références de notre étude. Les applications potentielles de tels 
complexes en tant que sonde diagnostique luminescente (monomodale, imagerie de fluo-
rescence) impliquent toutefois leur capacité à être bioconjugués : nous avons ainsi envisagé 
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la synthèse de ligands bifonctionnels intégrant dans leur structure un groupe ester de mé-
thyle (R = CH2COOCH3) comme fonction de couplage disponible. 
 
Figure 3 : Structures chélatantes envisagées pour la complexation d’ions Ln(III) luminescents : obtention de 
sondes monométalliques luminescentes. 
Le second objectif de ce chapitre est de réaliser la synthèse de complexes hétérobimé-
talliques à partir du ligand DO3A-pyta-R, avec R = CH2COOMe, en vue d’une application po-
tentielle en tant que sonde bimodale (figure 4). Les travaux présentés ne seront que prélimi-
naires et s’attacheront surtout à montrer la faisabilité d’une telle structure. En effet, si de 
tels composés sont accessibles, ils offriront la possibilité de jouer avec différentes bimodali-
tés, selon les noyaux métalliques utilisés. La première bimodalité explorée sera fluores-
cence/IRM et impliquera d’une part un ion Re(I) complexé par le motif pyta bidente (modali-
té fluorescence) et d’autre part un ion Gd(III) complexé par la partie macrocyclique DO3A 
heptadente (q = 2, modalité IRM) : même si on la sait non idéale, cette bimodalité est plus 
facile à mettre en œuvre dans un premier temps avec le matériel disponible au laboratoire. 
Ces premiers essais seront réalisés avec les couple de métaux Re(I)/Gd(III), Re(I)/Eu(III) et  
Re(I)/Yb(III), les ions Eu(III) et Yb(III) assimilables au Gd(III) en terme de chimie de coordina-
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tion , offrant la possibilité d’obtenir des informations structurales par spectroscopie de lumi-
nescence et spectrométrie RMN 
1
H. 
Ligand DO3A-pyta-COOMe
Sondes hétérobinucléaires
Modalités: optique avec Re+/IRM avec Gd3+
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Figure 4 : Synthèse de complexes hétérobimétalliques à partir du ligand DO3A-pyta-COOMe : obtention de 
sondes hétérobimétalliques bimodales. 
II. Synthèse des ligands macrocycliques à motifs pyridine-triazole DO3A-pyta 
et pyridine-tétrazole DO3A-pytz 
II.1. Stratégie de synthèse et étape-clé de cycloaddition 
Afin de réaliser la synthèse des deux familles de ligands macrocycliques DO3A-pyta-R et 
DO3A-pytz-R, différentes voies d’accès ont été envisagées à partir du macrocycle DO3A 
fonctionnalisé par trois groupements acétate de tert-butyle (DO3AtBu). Ce macrocycle est 
disponible commercialement (505 € les 5 grammes chez Chematech) mais il peut être rapi-
dement obtenu à moindre coût à partir du 1,4,7,10-tétraazacyclododécane (cyclène) selon 
une voie décrite en une seule étape à l’échelle du multigramme
9
 (Cf. section II.2.1.2). 
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II.1.1. Voies de synthèse envisagées pour les ligands DO3A-pyta-R 
Les trois voies envisagées sont représentées dans la figure 5 et mettent en jeu une réaction 
de CuAAC à différents stades de la synthèse. 
La voie I consiste à réaliser en premier lieu la CuAAC entre l’azoture RN3 et un dérivé (6-
éthynylpyridin-2-yl)méthanol. Les composés cycloadduits obtenus sont ensuite activés (OH 
→ Act) puis introduits par une réaction de N-alkylation sur l’amine secondaire du macrocycle 
DO3AtBu. 
La voie II implique tout d’abord la réaction de N-alkylation du DO3AtBu par un dérivé 6-
éthynylpyridine activé (CH2Act). La CuAAC est ensuite réalisée entre l’azoture RN3 et le 
DO3AtBu alkylé (A) et porteur de la fonction alcyne. 
Selon ces deux voies, une dernière étape d’hydrolyse des groupements tert-butyle et de 
l’éventuel groupement protecteur (nécessaire pour R = H) conduit aux ligands DO3A-pyta-R. 
La voie III consiste quant à elle à hydrolyser l’intermédiaire A obtenu selon la voie II, à 
réaliser la complexation de l’ion Ln(III), puis à effectuer seulement la CuAAC avec RN3. Il est 
en effet possible de réaliser la cycloaddition sur une plateforme DO3A complexant déjà l’ion 
Ln(III) : la constante de stabilité élevée de tels complexes permet d’éviter le déplacement de 
l’ion Ln(III) complexé par le cuivre catalyseur, comme le montrent notamment Faulkner
10
 et 
Borbas.
11
 Ce type de réaction nécessite cependant d’utiliser des azotures organiques préala-
blement préparés : ils ne peuvent être générés in situ du fait d’une certaine réactivité entre 
NaN3 et le complexe Ln-DO3A menant au triazole non substitué.
12
 Nous avons d’emblée 
écarté cette troisième voie : d’une part, la purification et la caractérisation structurale de 
tels complexes ne sont pas toujours des étapes aisées, et, d’autre part, nous souhaitions 
obtenir les ligands libres afin d’étudier les propriétés de complexes avec différents ions lan-
thanides.  
Finalement, le choix de la voie I ou de la voie II est déterminé par les conditions de cy-
cloaddition utilisées. Dans le cas de la voie II, la CuAAC nécessite une quantité catalytique de 
Cu(II) (0,1 eq), susceptible d’être complexé par le macrocycle DO3AtBu et diminuant ainsi 
l’efficacité et le rendement de la réaction.
10,12
 Kessler, par exemple, utilise un excès de Cu(II) 
(1,2 eq) suivi d’une précipitation pour retirer l’ion Cu(II) ;
13
 Desreux utilise, lui, un demi équi-
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valent de Cu(II) qu’il élimine ensuite par lavage au DTPA. Le DTPA présente en effet des pro-
priétés chélatantes vis-à-vis de l’ion Cu(II) supérieures à celles du dérivé DO3AtBu.
14
 Afin 
d’éviter la formation de complexes de Cu(II), pouvant compliquer la purification de nos 
structures, et de tenter de rester au plus près des conditions Click définies par Sharpless,
15
 
nous avons choisi d’utiliser des quantités non stoechiométriques de cuivre : la voie I a donc 
été mise en œuvre pour obtenir les ligands DO3A-pyta-R. 
 
Figure 5 : Schéma rétrosynthétique des trois voies de synthèse envisagées pour l’accès à la famille de ligands 
DO3A-pyta-R et leurs complexes de Ln(III). 
II.1.2. Voie de synthèse envisagée pour les ligands DO3A-pytz-R 
La cycloaddition impliquée dans la synthèse de ces ligands se fait entre un dérivé nitrile et un 
azoture. A l’inverse de la CuAAC, ce type de réaction se fait difficilement avec les azotures 
organiques, et l’azoture inorganique NaN3 est généralement employé pour conduire à des 5-
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tétrazoles N-H, non substitués.
16
 Nous avons donc envisagé une voie d’accès conduisant en 
premier lieu au macrocycle DO3AtBu-pytz-H, à partir duquel une réaction d’alkylation per-
mettra d’introduire les substituants -CH3 et -CH2COOMe choisis. 
Aime et al rapportent des difficultés à introduire directement le motif tétrazole N-H sur 
le DO3AtBu, par N-alkylation : ils préconisent plutôt de réaliser l’étape d’alkylation avant 
celle de cycloaddition.
17
 Nous avons donc choisi d’alkyler l’amine secondaire du DO3AtBu 
par un dérivé 2-bromométhyl-6-cyanopyridine. La réaction de cycloaddition sera ensuite 
mise en œuvre entre NaN3 et le DO3AtBu précédemment alkylé (B) et porteur de la fonction 
nitrile. Le schéma rétrosynthétique envisagé est représenté ci-dessous : 
 
Figure 6 : Schéma rétrosynthétique pour l’accès aux ligands DO3A-pytz-R. 
II.2. Synthèse des ligands 
II.2.1. Synthèse de la famille de ligands DO3A-pyta-R 
Le schéma rétrosynthétique retenu nécessite la synthèse dans un premier temps des syn-
thons de type 6-(1-substitué-1H-1,2,3-triazol-4-yl)pyridine jouant le rôle de chromophore 
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dans la structure finale. Nous les nommerons tous sous la forme pyta-R, où R = H, CH3, 
CH2COOMe. Ils ont été obtenus à partir de la 2-bromopicoline, selon une synthèse multié-
tape résumée en figure 7. A noter que pour obtenir pyta-H, un groupement protecteur piva-
late (R = CH2OCOtBu = POM) est nécessaire et sera hydrolysé en fin de synthèse, donnant le 
chromophore N-H souhaité. La préparation de ces différents composés est décrite dans le 
paragraphe suivant. 
 
Figure 7 : Voie de synthèse des motifs chromophores pyta-R avec R = CH3, CH2COOMe et R = POM, groupe-
ment protecteur de N-H. 
II.2.1.1. Synthèse des chromophores pyta-R (R = POM, CH3, CH2COOMe) 
A partir de la 2-bromopicoline commerciale (figure 8) et en reprenant un mode opératoire 
décrit en 1997 par Lehn et coll., la 2-bromopicoline subit successivement une oxydation au 
réactif de Jones CrO3.H2SO4, une estérification de la nouvelle fonction acide dans l’éthanol à 
reflux et une réduction par le borohydrure de sodium, afin d’obtenir le dérivé 2-bromo-6-
hydroxyméthylpyridine 19, avec un rendement pour ces trois étapes de 57 %.18 
 
Figure 8 : Réactions et conditions. (a) CrO3.H2SO4, 1 nuit, TA, 75 % ; (b) H2SO4, EtOH, 1 nuit, reflux, 95 % ; (c) 
NaBH4, EtOH, 2 h, TA, 80 %. 
A partir de 19, le composé (6-éthynylpyridin-2-yl)méthanol 20 est obtenu grâce à un 
couplage de Sonogashira suivant le mode opératoire décrit par Milani.
19
 Après réaction avec 
le triméthylsilylacétylène catalysée par le palladium(0) tétrakis(triphénylphosphine) et 
l’iodure de cuivre dans la triéthylamine, l’intermédiaire silylé formé est hydrolysé par le fluo-
rure de tétrabutylammonium TBAF, pour obtenir 20 avec un rendement global de 74 % (fi-
gure 9). 
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Figure 9 : Réaction de couplage de Sonogashira pour obtenir 20 et conditions. (a) CuI, Pd(PPh3)4, Me3SiCCH, 
NEt3, 1 h à 50°C et 1 h à TA, 100 % ; (b) TBAF, THF, 30 min à 0°C, 74 %. 
La pyridine 20 fonctionnalisée en position 6 par le groupement éthynyle est ensuite en-
gagée dans trois réactions du type CuAAC pour conduire aux chromophores pyta-R visés. 
II.2.1.1.1. CuAAC pour pyta-CH3 21 
Le composé (6-(1-méthyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)pyridin-2-yl)méthanol 21 est obtenu selon un 
protocole décrit d’abord par Fokin et coll.
20
  avant d’être amélioré par Milani.
19
 Il s’agit de 
réaliser in situ l’azoture organique CH3N3, particulièrement instable, nécessaire à la CuAAC. 
 
Figure 10 : CuAAC pour obtenir le synthon pyta-CH3 21. 
Pour ce faire, 20 réagit directement avec NaN3 et CH3I en présence de CuI (0,5 eq), dans 
un mélange équivolumique d’eau et de tert-butanol. Activée par chauffage aux micro-ondes, 
la CuAAC est très rapide puisqu’il ne suffit de chauffer que dix minutes à 100 W pour con-
duire à un précipité vert et un filtrat jaune. Milani décrivent la formation d’un précipité 
jaune, qui est éliminé, et l’obtention du produit attendu après évaporation du filtrat et puri-
fication par chromatographie. Dans notre cas, l’analyse des fractions précipité/filtrat montre 
la présence majoritaire du produit attendu dans le précipité coloré : nous avons supposé 
qu’une grande partie du composé était complexée au cuivre et avons traité le précipité avec 
une solution aqueuse saturée d’EDTA disodé. Le composé 21 souhaité est ainsi obtenu sans 
purification supplémentaire avec un rendement de 50 %. 
II.2.1.1.2. CuAAC pour pyta-CH2COOCH3 23 
Le mode opératoire suivi est identique à celui indiqué dans le chapitre II pour la conception 
du motif 2-(4-(2-pyridyl)-1,2,3-triazol-1-yl)acétate de méthyle, à partir de la 2-
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éthynylpyridine commerciale. La CuAAC à température ambiante entre l’azidoacétate de 
méthyle 22 et l’alcyne 20 en présence de Cu(OAc)2 monohydraté (0,2 eq) et d’ascorbate de 
sodium (0,4 eq) dans un mélange équivolumique eau/tert-butanol conduit au composé 23 
attendu, avec un rendement de 77 % (figure 11). 
 
Figure 11 : CuAAC pour obtenir le synthon pyta-CH2COOMe 23. 
Cette réaction nécessite comme précédemment un traitement avec une solution 
aqueuse saturée d’EDTA disodé, afin de retirer le Cu(II) éventuellement complexé. Il est à 
noter que, dans ces conditions de CuAAC, un sous-produit apparaît à hauteur de 3 % (esti-
mation par RMN 
1
H dans le brut réactionnel). Il a été isolé, caractérisé par RMN 
1
H et spec-
trométrie de masse : il s’agit du sous-produit résultant de l’oxydation de la fonction hy-
droxyméthyle du noyau pyridine en fonction aldéhyde. Nous avons émis l’hypothèse que 
cette réaction secondaire provenait des conditions de CuAAC utilisées ici, à savoir du diacé-
tate de cuivre(II), plus oxydantes que les précédentes (iodure de cuivre(I)). 
II.2.1.1.3. CuAAC pour pyta-POM 25 
La réaction de CuAAC conduisant à un chromophore pyridine-triazole N-H n’est pas directe-
ment envisageable. En effet, s’il est possible de produire des triazoles N-H à partir d’un déri-
vé alcyne et de l’azoture inorganique NaN3, il n’était pas judicieux dans notre cas d’avoir 
cette fonction N-H disponible et susceptible d’être modifiée dans les étapes suivantes. 
Sharpless et coll. ont proposé en 2005 une méthode de préparation de NH-1,2,3-
triazoles protégés par des groupements de types pivalate et carbamate, peu onéreux, faci-
lement clivables et isolables à l’inverse des groupements silylés utilisés jusqu’alors.
21
 Cette 
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méthode, qui repose sur la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire entre un azoture orga-
nique N-protégé (porteur du groupement protecteur) et un alcyne terminal, présente 
l’avantage de ne pas nécessiter la formation in situ d’acide hydrazoïque potentiellement 
explosif et est ainsi adaptable à une plus large échelle. Nous avons choisi d’introduire le 
groupement méthylpivalate POM à partir de l’azidométhylpivalate 24, car il est compatible 
en termes de stabilité et de clivage avec la suite de nos réactions (stable en milieu acide, 
hydrolyse en solution aqueuse de NaOH à température ambiante). Ce dérivé a été facile-
ment obtenu à partir du chlorométhylpivalate commercial, par simple substitution du chlore 
par l’azoture, et utilisé sans purification dans la CuAAC. Dans les conditions de cycloaddition 
utilisées pour 23, le dérivé pyta-POM 25 est obtenu avec un rendement de 80 %, après une 
purification sur colonne d’alumine (figure 12). Comme précédemment, des traces de sous-
produit oxydé (1 % estimé en RMN 
1
H du brut réactionnel) ont pu être également isolées. 
 
Figure 12 : Synthèse de l’azidométhylpivalate 24 ; b) CuAAC pour obtenir le motif pyta-POM 25. 
II.2.1.1.4. Activation des synthons pyta-R 
Avant de réaliser l’introduction des différents groupements chromophores pyta-R par une 
réaction de N-alkylation de l’amine secondaire du DO3AtBu, une activation du groupement 
hydroxyméthyle des composés 21, 23 et 25 est nécessaire. Nous avons dans un premier 
temps envisagé la conversion CH2OH → CH2OTs de ces dérivés en utilisant du chlorure de 
tosyle (figure 13). Cependant, les conditions de tosylation appliquées (TsCl, NaOH, 20 heures 
à température ambiante) au dérivé pyta-CH3 21 conduisent à un mélange de dérivés chloré 
et tosylé dans un rapport 10 pour 1 (estimé par RMN 
1
H), difficilement séparables. Il est pro-
bable que le dérivé tosylé se forme bien in situ avec ces conditions et que, par la suite, il su-
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bisse l’attaque nucléophile de l’ion chlorure présent en solution, pour conduire majoritaire-
ment au dérivé chloré non désiré.
22
 
Une chloration par SOCl2 plus rapide (deux heures) et efficace a alors été réalisée de 
manière à obtenir les composés chlorés pyta-R 26 (R = CH3), 27 (R = CH2COOMe) et 28 (R = 
CH2OCOtBu) avec des rendements de 62 à 88 % (figure 13). 
 
Figure 13 : Réactions d’activation explorées avec les dérivés pyta-R : 21 (R = CH3), 23 (R = CH2COOMe), et 25 
(R = POM) 
II.2.1.2. N-alkylation du DO3AtBu par les chromophores pyta-R 
II.2.1.2.1. Synthèse du DO3AtBu 29 
La synthèse du DO3AtBu a été réalisée selon une procédure décrite par Sammes et coll., 
procédure couramment utilisée au laboratoire pour son obtention à l’échelle de plusieurs 
grammes.
9
 La réaction de trialkylation sélective du cyclène par le bromoacétate de tert-
butyle s’effectue en une seule étape, sans nécessiter de purification par chromatographie 
sur colonne (figure 14). Dans les conditions utilisées, la quatrième et dernière fonction 
amine secondaire disponible est protonée sous forme HBr, la rendant inerte à l’alkylation. Le 
composé trialkylé précipite ainsi dans le milieu réactionnel du composé trialkylé sous forme 
de sel de bromohydrate. Par conséquent, l’addition goutte-à-goutte à 0°C de 3,3 équivalents 
de bromoacétate de tert-butyle à un équivalent de cyclène, en présence de NaHCO3 dans 
l’acétonitrile, nous a permis d’isoler le DO3AtBu 29 avec un rendement de 48 % après recris-
tallisation dans le toluène telle que décrite par Sammes. 
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Figure 14 : Synthèse du DO3AtBu. 
Les dérivés chlorométhyle pyta-R 26 (R = CH3), 27 (R = CH2COOMe) et 28 (R = POM) ont en-
suite été engagés dans la réaction d’alkylation du DO3AtBu. 
II.2.1.2.2. Alkylation du DO3AtBu par les motifs pyta-R 
Nous avons initialement mis en œuvre le mode opératoire ayant permis au laboratoire 
d’obtenir des DO3AtBu dérivés de motifs pyridine-pyrazole, à savoir une réaction entre le 
dérivé chlorométhyle (un équivalent) et le DO3AtBu (un équivalent) dans l’acétonitrile à re-
flux en présence de K2CO3 comme base.
8
 Le premier essai a été réalisé avec le composé py-
ta-CH3 chloré 26 (figure 15). 
 
Figure 15 : N-alkylation du DO3AtBu par le motif pyta-CH3 chloré 26. 
L’analyse du brut réactionnel par RMN 
1
H (figure 16) indique la formation de deux es-
pèces correspondant à 30, que nous avons attribuées à la forme libre et à la forme com-
plexant un ion potassium 30/K+. Un dessalage du brut réactionnel avec une solution saturée 
en EDTA disodé du brut réactionnel, diminuant la proportion de 30/K+ au profit de 30, per-
met de distinguer ces deux formes par le déplacement chimique des protons aromatiques : 
- Le proton du triazole (5’) apparaît à 8,75 ppm dans la forme libre 30 et à 9,02 ppm dans la 
forme 30/K+. 
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- Les protons de la pyridine (3, 4 et 5) résonnent à champ plus faible dans la forme libre par 
rapport à 30/K+. 
 
Figure 16 : Parties pertinentes des spectres RMN 
1
H (CDCl3, 300 MHz) du brut réactionnel (haut) montrant les 
deux formes 30 et 30/K
+
et (bas) après dessalage à l’EDTA favorisant 30. 
La purification sur colonne d’alumine du brut réactionnel, traité ou non par une solution 
d’EDTA, n’a pas permis d’isoler suffisamment de produit. Nous avons constaté une forte ré-
tention du macrocycle 30 sous sa forme libre et une décomplexation partielle sur la phase 
stationnaire d’alumine de la forme potassée 30/K+. Après quelques essais d’optimisation de 
purification en utilisant des mélanges d’éluants variés, le composé 30 n’était toujours pas 
isolé (tableau 1). 
Barigelletti et coll. ont rencontré ce même problème avec une structure de type 
DO3AtBu-phénanthroline. Ils proposent de complexer l’ion Na
+
 au sein du macrocycle, facili-
tant ainsi la purification par chromatographie sur colonne et donnant de meilleurs rende-
ments en produit isolé.
 23
 En utilisant 1,2 équivalent de dérivé chlorométhyle 26 et Na2CO3 
Mélange forme complexée 30/K+ et forme libre 30
Forme libre 30
5’
5’
5’
3
3
4
5
5
5
4
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comme base, il nous a été possible d’isoler le produit souhaité 30, sous forme sodée 30/Na+, 
avec un rendement de 95 %. 
DO3AtBu 29 : 26 Sels Purification Rendement (30) 
1 : 1 K2CO3 Alumine, THF/CH2Cl2/MeOH - 
1 : 1,2 K2CO3 Alumine, CH2Cl2/AE/MeOH - 
1 : 1,2 K2CO3, KI Alumine, CH2Cl2/EP – CH2Cl2/THF - 
1 : 1,2 Na2CO3 Silice, CH2Cl2/MeOH 95 % (30/Na
+
) 
Tableau 1 : Optimisation des conditions de réaction et de purification pour obtenir le composé DO3AtBu-
pyta-CH3 30. 
Ces dernières conditions ont été appliquées avec les dérivés chlorométhyle 27 et 28 afin 
d’obtenir les macrocycles 31 et 32 respectivement. Après une purification sur colonne 
d’alumine, le composé 32, sous forme sodée 32/Na+, est isolé avec un rendement de 90 %. 
En ce qui concerne le composé 31 (R = CH2COOCH3), nous l’avons, lors de notre premier es-
sai, isolé après purification sur alumine sous une forme hydrolysée 31’/Na+ (R = CH2COOH) 
avec un rendement de 75 %. Un autre essai, dans des conditions expérimentales identiques, 
mais avec un passage plus rapide sur colonne d’alumine, a permis d’isoler le composé atten-
du 31 sous forme sodée 31/Na+ avec un rendement de 46 %, limité tout de même par une 
hydrolyse partielle de l’ester de méthyle (Figure 17). 
 
Figure 17 : Réactions de N-alkylation du DO3AtBu par les dérivés chlorométhyle pyta-R 27 (R = CH2COOMe) 
et 28 (R = POM). 
Chapitre III 
193 
Afin de caractériser par RMN 
1
H les formes libre et sodée de ces structures, un test de 
dessalage par une solution d’EDTA a été réalisé sur le composé 31’/Na+ dans les conditions 
opératoires suivantes : 31’/Na+ a été solubilisé dans le chloroforme et la solution résultante 
a été agitée une nuit à 30°C avec une solution aqueuse saturée d’EDTA disodé. La phase or-
ganique lavée à l’eau a été analysée par RMN 
1
H. Les signaux observés par RMN 
1
H (figure 
18) indiquent une décomplexation partielle seulement, mettant en évidence l’affinité plus 
forte de l’ion Na
+
 comparée à K
+
 vis-à-vis de ces structures.
24
 Un mélange composé de 18 % 
de 31’/Na+ et de 82 % de 31’ est déterminé par l’intégration des signaux caractéristiques de 
chaque espèce. Les deux formes se distinguent d’une part aux niveaux des déplacements 
chimiques de certains protons aliphatiques et d’autre part aux niveaux des protons aroma-
tiques : 
- Les 27 protons COOtBu observés à 1,21 et 1,31 ppm (singulets intégrant pour 18H et 9H 
respectivement) dans  31’/Na+, résonnent à 1,36 ppm et 1,39 ppm respectivement pour 
31’. 
- Les protons NCH2-pyridine à 3,76 ppm dans 31’/Na
+
 sont déplacés à 4,31 ppm dans la 
forme libre. 
- Les protons H(3), H(4) et H(5) du noyau de la pyridine résonnent à champ plus fort dans 
31’/Na+ (Δδ = 0,15 à 0,24 ppm) par rapport 31’. Le proton du noyau triazole se déplace à 
champ plus faible lors du dessalage (Δδ = 0,23 ppm). 
Toutes ces variations sont en faveur d’une participation des bras acétate de tert-butyle 
et du motif pyta à la complexation de l’ion Na
+
. 
Le dessalage à l’EDTA n’ayant pas été efficace à 100 % dans le cas du complexe sodé 
31’/Na+, il n’a pas été reproduit avec les trois autres complexes 30/Na+, 31/Na+ et 32/Na+. 
Tous ces composés ont été sans ambiguïté caractérisés par RMN 
1
H et 
13
C, spectroscopie IR 
et spectrométrie de masse haute résolution. 
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Figure 18 : Spectres RMN 
1
H (CDCl3, 300 MHz) de 31’/Na
+
 avant (haut) et après (bas) traitement avec l’EDTA. 
II.2.1.3. Hydrolyse des groupements protecteurs 
Les complexes sodés 30/Na+, 31/Na+ et 31’/Na+ ont été hydrolysés dans un mélange équivo-
lumique de dichlorométhane et d’acide trifluoroacétique de manière quantitative, donnant 
les ligands 33, 34 et 34’ respectivement (figure 19). 
 
Figure 19 : Réactions d'hydrolyse et conditions. (a) TFA, CH2Cl2, 24 h, TA ; (b) 1. NaOH, MeOH/H2O, 30 min, TA 
; 2. HCl 1M, 1 nuit, TA. 
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Après dessalage partiel
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Pour 32/Na+, une hydrolyse différente a été appliquée. Dans un premier temps, 2,2 
équivalents de NaOH dans un mélange méthanol/eau permettent le clivage du pivalate de 
tert-butyle. Dans un second temps, une acidification à pH 6 permet d’éliminer les sous-
produits de cette déprotection (formaldéhyde, acide pivalique, NaCl). L’hydrolyse des esters 
de tert-butyle a, ici, été réalisée avec une solution aqueuse de HCl à 1M, plutôt qu’au TFA, 
afin d’éviter l’alkylation du N-H du triazole par les cations tert-butyle produits lors d’une telle 
hydrolyse. Le produit hydrolysé 35 est obtenu avec un rendement de 81 % (figure 19). 
Les ligands DO3A-pyta-R 33 (R = CH3), 34 (R = CH2COOCH3), 34’ (R = CH2COOH) et 35 (R = 
H) ont été caractérisés par RMN 
1
H, 
13
C, spectroscopie IR et spectrométrie de masse haute 
résolution. Nous avons reporté en figure 20 les spectres RMN 
1
H réalisés à 300 MHz dans le 
méthanol deutéré de 33, 34 et 35. Excepté pour les signaux des groupements méthyles de 
33 (R = CH3) et 34 (R = CH2COOCH3), les signaux des protons aliphatiques appartenant au 
squelette macrocyclique et des bras acide acétique sont relativement larges et peu résolus. 
Les protons aromatiques des noyaux pyridinique et triazole résonnent respectivement sous 
la forme de deux doublets (H4, H5), d’un triplet (H3) et d’un singulet (H5’).  
 
Figure 20 : Spectres RMN (CD3OD, 300 MHz) des ligands 33, 34 et 35. Dans chaque spectre, le signal fort au-
tour de 5 ppm, non intégré, correspond au signal de l’eau dans CD3OD. 
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Comparés aux ligands 33 (R = CH3) et 34 (R = CH2COOCH3), les signaux aromatiques du 
ligand 35 apparaissent larges et peu résolus. Nous avons supposé que la présence de plu-
sieurs formes tautomères au sein du motif triazole N-H (Figure 21), en équilibre rapide (à 
l’échelle de temps de la RMN), dans le cas de ce ligand pouvait expliquer cette différence.
25
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Figure 21 : Formes tautomères possibles pour un noyau 1,2,3-triazole N-H substitué en 4. Tautomères N1-H : 
1H-1,2,3-triazole ; N2-H : 2H-1,2,3-triazole ; N3-H : 3H-1,2,3-triazole. 
II.2.2. Synthèse de la famille de ligands DO3A-pytz-R 
Selon le schéma rétrosynthétique retenu en II.1.2 (figure 6), nous avons dans un premier 
temps réalisé la synthèse d’un dérivé DO3AtBu pyridine-nitrile à partir d’une réaction de N-
alkylation de l’amine secondaire du DO3AtBu 29 par le dérivé 2-cyano-6-
bromométhylpyridine 37. 
II.2.2.1. Synthèse du dérivé DO3AtBu pyridine-nitrile 38 
Le dérivé 2-cyano-6-bromométhylpyridine 37 est obtenu en deux étapes (figure 22) à partir 
de la N-oxyde picoline commerciale, selon un protocole décrit par Mandon en 2008.
26
 La 
picoline sous forme N-oxyde active le carbone en α de l’azote, ce qui permet l’introduction 
du groupement nitrile selon une procédure modifiée de la réaction Reissert-Henze.
27
 Pour 
cela, la N-oxyde picoline est mise en présence de cyanure de triméthylsilyle et de chlorure 
de diméthylcarbamate dans le dichlorométhane pendant 48 heures : après traitement, le 
dérivé 2-cyano-6-méthylpyridine 36 est isolé avec un rendement de 55 % (Litt. 98 %). Une 
bromation radicalaire en présence de N-bromosuccinimide et de peroxyde de benzoyle con-
duit au dérivé 2-cyano-6-bromométhylpyridine 37 avec un rendement de 33 % (Litt. 18 %).26 
 
Figure 22 : Synthèse du dérivé 2-cyano-6-bromométhylpyridine 37. 
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La réaction de N-alkylation du DO3AtBu 29 par le dérivé 2-cyano-6-
bromométhylpyridine 37 a été réalisée en présence de Na2CO3 dans l’acétonitrile à reflux 
(figure 23). Une purification sur colonne d’alumine a permis d’isoler le composé 38 sous 
formes libre et sodée. Un traitement du mélange des deux formes par Na2CO3 dans 
l’acétonitrile à reflux a permis de caractériser le composé 38 sous la forme 38/Na+ unique-
ment. 
 
Figure 23 : Synthèse du DO3AtBu-pyridine-nitrile 38/Na
+
. 
A partir de ce dérivé DO3AtBu-pyridine-nitrile 38, différentes méthodes de cycloaddition 
1,3-dipolaire en présence de l’azoture de sodium ont été envisagées, de manière à générer 
le chromophore 5-(2-pyridyl)tétrazole N-H du composé 39 visé. 
II.2.2.2. Cycloaddition [3+2] : formation du motif pyridine-tétrazole N-H 
Comme évoqué dans le chapitre I, les méthodes de cycloaddition [3+2] décrites dans la litté-
rature pour la formation de 5-(2-pyridyl)tétrazole N-H impliquent généralement l’utilisation 
de NaN3 en présence : 
Chapitre III 
198 
- de chlorure d’ammonium permettant la formation in situ de NH4N3 dans le DMF à des 
températures élevées (125°C). La réaction, développée par Lofquist en 1958,
28
 a été ré-
cemment utilisée par Facchetti
29
 en 2004 ou par Mazzanti
1
, pour l’accès à des ligands 
respectivement pyridine-tétrazole ou bis-tétrazolylpyridine : 
 
- de sels de zinc tels que ZnBr2 en quantité stœchiométrique. Cette réaction, décrite par 
Demko et Sharpless en 2001,
30
 s’effectue dans l’eau à reflux avec un léger excès de NaN3 
(1,1 eq) afin de limiter le risque de toxicité lié au dégagement gazeux HN3 lors de la réac-
tion : 
 
- d’un chlorure de dialkylaluminium permettant d’effectuer la réaction dans des condi-
tions plus douces. Cette réaction, décrite par Aureggi et Sedelmeier en 2007 comme une 
méthode sûre, a lieu dans le toluène à température ambiante et évite la production de 
HN3 explosif.
31
 En fin de réaction, un traitement en milieu aqueux acide fort et base 
forte permet d’extraire la pyridine-tétrazole formée. 
 
Dans notre cas, pour des raisons de solubilité  et de sensibilité du réactif 38/Na+, nous 
avons opté pour la méthode de cycloaddition utilisant le chlorure d’ammonium dans le DMF, 
nous éloignant ainsi partiellement de la définition de réaction Click idéale. La réaction sui-
vant la procédure décrite par Mazzanti (38/Na+, 5 eq de NaN3, NH4Cl dans le DMF à 125°C) 
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n’a pas permis la formation du produit cycloadduit escompté. Des essais par chauffage aux 
micro-ondes à partir des données de Hallberg
32
 et Jamisou
33
 (20 W, 220°C, 15 min) ont en-
suite été réalisés, sans plus de succès. 
 
Figure 24 : Essais de cycloaddition [3+2] en présence de NH4Cl. 
Nous nous sommes finalement dirigés vers les conditions de réaction proposées par Ko-
guro et al.
34
 L’utilisation de chlorhydrate de triéthylamine dans le toluène permet de former 
le composé attendu après deux jours de réaction à reflux. Après un traitement avec Na2CO3 
dans l’acétonitrile à reflux pour faciliter sa purification sur colonne d’alumine, le composé 
sous forme sodée 39/Na+ est enfin isolé, avec un rendement modeste de 30 % (figure 25). 
 
Figure 25 : Cycloaddition [3+2] en présence de chlorhydrate de triéthylamine. 
Selon Koguro, l’utilisation d’un sel d’amine dans un solvant aromatique tel que le to-
luène faciliterait la réaction du complexe intermédiaire Et3NH
+
N3
-
 avec la triple liaison du 
nitrile : sa faible solvatation, comparée à une réaction identique dans le DMF, permet ainsi la 
production de l’intermédiaire iminoazoture. La cyclisation de ce dernier pour former le té-
trazole souhaité est favorisée par la précipitation du sel de triéthylamine formé, insoluble 
dans le toluène. 
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Figure 26 : Mécanisme proposé par Koguro dans la réaction de cycloaddition [3+2] en présence de Et3N.HCl.
34
 
Le composé 39/Na+ est caractérisé par RMN 1H, 13C, IR et spectrométrie de masse haute 
résolution. Par spectroscopie IR, on note bien la disparition de la bande de vibration 
d’élongation CΞN à 2205 cm
-1
 présente dans le spectre IR du macrocycle de départ 38/Na+ ; 
les trois groupes de bandes de vibration d’élongation C=N, N=N, C-N et N-N caractéristiques 
du noyau tétrazole
34
 et généralement observées vers 1500-1600 cm
-1
, 1400-1450 cm
-1
 et 
1250-1300 cm
-1
 respectivement, sont confondues ici avec celles du noyau pyridine. Par spec-
trométrie de masse en mode ESI positif, l’observation des ions moléculaire MH
+
 et adduit 
sodium MNa
+
 à m/z = 674,4 et 696,4 uma confirme la structure du composé 39/Na+ isolé. On 
observe par ailleurs un ion fragment monochargé à 631,4 uma correspondant à la perte de 
HN3 (perte de 43 uma) à partir de l’ion MH
+
, confirmant la présence du noyau tétrazole N-H 
dans le composé. 
Nous avons reporté dans la figure 27 les spectres RMN 
1
H et 
13
C de 39/Na+ enregistrés 
dans le CDCl3. Comme pour les précédentes structures sodées, nous retrouvons des signaux 
bien résolus pour la partie aromatique et les groupements tert-butyles. Les deux singulets 
des tert-butyles intégrant pour 18H et 9H résonnent à 1,16 ppm et 1,32 ppm respectivement 
et sont en accord avec une forme sodée (figure 27). Les deux protons H(3), H(5) de la pyri-
dine résonnent à 6,99 ppm et 8,10 ppm respectivement sous la forme de doublets dédou-
blés (
3
J = 7,8 Hz et 
4
J = 0,6 Hz) et le proton H(4) à 7,65 ppm sous la forme d’un triplet (
3
J = 7,8 
Hz). 
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Figure 27 : Spectre RMN 
1
H (CDCl3, 300 MHz) de 39/Na
+
. 
Seule l’analyse par RMN 
13
C permet d’attester de la formation du cycle tétrazole par le 
déplacement chimique du carbone quaternaire C(5) à 161,7 ppm (figure 28).
35
 
 
Figure 28 : Spectre RMN 
13
C (CDCl3, 75 MHz) de 39/Na
+
. 
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II.2.2.3. N-Alkylation du motif pyridine-tétrazole N-H de 39/Na
+
 
Les réactions d’alkylation avec le composé 39/Na+ sont réalisées en présence de Na2CO3 
dans l’acétonitrile à reflux en utilisant l’iodométhane ((a) figure 29)) ou le bromoacétate de 
méthyle ((b) figure 29). Une purification par HPLC préparative sur silice des deux bruts réac-
tionnels permet d’isoler les produits 2,5-disubstitués attendus 40/Na+ (R = CH3) et 41/Na
+
 (R 
= CH2COOCH3) avec des rendements de 50 % et 90 % respectivement. Dans les deux cas, un 
deuxième produit d’alkylation est également isolé : il s’agit des isomères 1,5-disubstitués, 
composés 40’/Na+ (R = CH3) et 41’/Na
+
 (R = CH2COOCH3), avec un rendement de 9 %  et 10 % 
respectivement (figure 29). La formation de ces autres isomères est liée à l’existence de 
formes tautomères du noyau tétrazole N-H, qui mettent en jeu un équilibre rapide du proton 
sur l’azote N1 et N2, conduisant aux formes tautomères 1H et 2H (figure 30).  
 
Figure 29 : Réactions de N-alkylation de 39/Na
+
 et conditions. (a) CH3I, Na2CO3, CH3CN, reflux, 1 nuit ; (b) 
BrCH2COOCH3, Na2CO3, CH3CN, reflux, 1 nuit. 
Comme signalé dans la littérature, les isomères 2,5-disubstitués sont majoritairement 
formés
36
 et se différencient par le déplacement chimique en RMN 
13
C du carbone C(5) du 
motif tétrazole qui résonne à environ 10 ppm à champ plus faible
37,38,39
 que dans le cas des 
isomères 1,5-disubstitués (figure 30). 
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Figure 30 : (a) Formes tautomères 1H et 2H du 1,2,3,4-tétrazole substitué en 5 ; (b) Déplacements chimiques 
observés en RMN 
13
C du C(5) du noyau tétrazole des isomères 1,5 et 2,5 obtenus. 
II.2.2.4. Hydrolyse des esters 
Une réaction d’hydrolyse par une solution d’acide chlorhydrique HCl à 1 M à température 
ambiante pendant 48 heures permet la déprotection des esters (de tert-butyle et de mé-
thyle) des composés 39/Na+, 40/Na+ et 41/Na+ pour conduire aux ligands 42, 43 et 44 res-
pectivement (figure 31). Si 42 et 43 sont obtenus de manière quantitative, une purification 
par HPLC préparative en conditions de type HILIC
1
 (silice, gradient d’élution : CH3CN/H2O de 
78:22 à 50:50) pour 44 est nécessaire : le rendement est alors de 52 %. Signalons qu’une 
hydrolyse sélective des esters de tert-butyle avec de l’acide trifluoroacétique était initiale-
ment prévue dans le cas de 41/Na+ afin de conserver l’ester de méthyle, mais comme nous 
le verrons plus loin, cet ester de méthyle est relativement fragile et s’hydrolyse lors des réac-
tions de complexation avec les ions Ln
3+
. Nous avons donc préféré l’hydrolyser à cette étape. 
 
Figure 31 : Obtention des ligands 42, 43, 44 par hydrolyse de 39/Na
+
, 40/Na
+
 et 41/Na
+
. 
                                                      
1
 HILIC = Hydrophilic Interaction LIquid Chromatography 
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En conclusion de cette partie, nous avons synthétisé sept ligands macrocycliques DO3A-
pyta-R 33 (R = CH3), 34 (R = CH2COOCH3), 34’ (R = CH2COOH), 35 (R = H) et DO3A-pytz-R 42 (R 
= H), 43 (R = CH3), 44 (R = CH2COOH), incorporant les deux types de chromophores pyridine-
triazole et pyridine-tétrazole visés, respectivement en neuf et cinq à six étapes, pour des ren-
dements globaux respectifs de 12-21 % et 3-5 % non optimisés. Les paragraphes III et IV sui-
vants vont être consacrés à la caractérisation et à l’étude des propriétés photophysiques de 
leurs complexes avec différents ions lanthanides, en vue d’une application en tant que sondes 
luminescentes. Le cinquième et dernier paragraphe sera consacré à la synthèse de complexes 
hétérobinucléaires à partir du ligand DO3A-pyta-R 34 (R = CH2COOCH3), en vue d’une applica-
tion potentielle en tant que sondes hétérobinucléaires bimodales. 
III. Synthèse et caractérisation des complexes DO3A-pyta/Ln3+ et DO3A-
pytz/Ln3+ (Ln = Eu, Gd, Tb, Yb) 
Cette troisième partie a pour objet la synthèse et la caractérisation des complexes avec les 
ions Eu(III) et Tb(III) luminescents à partir de six des sept ligands précédemment synthétisés : 
les ligands DO3A-pyta (33, 34’, 35) et DO3A-pytz (42, 43, 44) rappelées dans la figure 32. Les 
ions Ln(III) possédant des nombres de coordination de 8 à 9, les neuf fonctions complexantes 
de ces structures (3 acides carboxyliques, 4 azotes aliphatiques, 2 azotes hétérocycliques) 
sont susceptibles d’assurer la saturation de la sphère de coordination nécessaire à ces der-
niers. Les complexes avec les ions Yb(III) et Gd(III) ont également été synthétisés, car ils sont 
utiles respectivement pour la caractérisation structurale par RMN 
1
H et la caractérisation 
photophysique par spectroscopie de fluorescence des complexes. 
R = H
CH3
CH2COOH
42
43
44
N N
N N
COOH
HOOC
COOH
N
N
N
N
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N N
N N
COOH
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COOH
N
N
N
N
N
R
R = H
CH3
CH2COOH
35
33
34'
DO3A-pyta DO3A-pytz
 
Figure 32 : Structure des six ligands utilisés pour la synthèse et la caractérisation des complexes avec les ions 
Ln(III) (Ln = Eu, Gd, Tb, Yb). 
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III.1. Synthèse et caractérisation par UPLC, spectrométrie de masse et spectroscopie 
infra-rouge 
Tous les complexes ont été obtenus suivant le même protocole, à savoir une agitation pen-
dant un jour à température ambiante du ligand solubilisé dans l’eau (10 mg/mL) à un pH 
ajusté à 4-5 avec une solution aqueuse de NaOH 1M, en présence de 1,1 équivalent du sel de 
lanthanide LnCl3.6H2O souhaité. Un suivi par CCM dans des conditions HILIC (silice, 
CH3CN/H2O) permet de s’assurer d’une complexation totale. Après ajustement à pH 6-7, la 
solution de complexe est filtrée sur colonne en phase inverse C18 pour retirer l’excès de sels. 
Les spectres de masse obtenus par ESI positif des solutions aqueuses de complexes (pH 
6-7) confirment clairement la complexation mononucléaire du type « LLn », avec L = ligand 
où les fonctions acide carboxylique du motif DO3A sont déprotonées pour complexer l’ion 
Ln(III). De manière générale sont observés les profils isotopiques des ions moléculaires MH
+
 
et/ou des adduits MNa
+
 et [(M-H)Na+Na]
+
 avec M = LLn, en accord avec les profils théo-
riques : la figure 33 montre en exemple les spectres de masse des complexes 44/Ln. Dans le 
cas des ions Eu(III), Gd(III) et Yb(III), la présence de l’ion est facilement établie grâce aux 
abondances relatives significatives des différents isotopes qu’ils possèdent (
151
Eu/
153
Eu 
47,82:52,18 ; 
152
Gd/
154
Gd/
155
Gd/
156
Gd/
157
Gd/
158
Gd/
160
Gd 0,20:2,18:14,8:20,47:15,65:24,84: 
21,86 ; 
168
Yb/
170
Yb/
171
Yb/
172
Yb/
173
Yb/
174
Yb/
176
Yb 0,13:3,04:14,28:21,83:16,13: 31,83:12,76). 
 
44/Eu(a) (b)
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Figure 33 : Spectres de masse ESI+ des complexes 44/Ln (Ln = Eu, Gd, Tb, Yb). Encarts : (a) profils isotopiques 
expérimentaux et (b) théoriques pour [M+H]
+
 
44/Gd (a) (b)
44/Tb(a) (b)
44/Yb(a) (b)
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Dans le cas des complexes 33/Ln (Ln = Eu, Gd, Tb), une entité monochargée à + 136 uma 
par rapport aux adduits MNa
+
 est présente : elle correspond à l’adduit [M+CF3COONa+Na]
+
, 
la présence du TFA provenant certainement de l’étape de déprotection des tert-butyle. Une 
expérience de spectrométrie de masse en tandem MS/MS permet de le confirmer (figure 
34) : dans l’exemple de 33/Eu, la fragmentation de l’ion à 827,1 uma permet d’obtenir le 
massif à 691,2 uma correspondant à l’ion MNa
+
. Finalement, une analyse de spectrométrie 
de masse ESI-ToF haute résolution a été réalisée sur tous les complexes, permettant 
d’obtenir une masse exacte avec une précision de ±3 ppm pour l’ion moléculaire (MH
+
 ou 
MNa
+
) attendu. L’ensemble de ces résultats est rassemblé dans un tableau en partie expéri-
mentale. 
 
Figure 34 : (a) Spectre de masse ESI
+
 du complexe 33/Eu ;  
(b) Expérience MS/MS sur l'ion [M+CF3COONa+Na]
+
 à m/z = 827,1 pour le complexe 33/Eu. 
La pureté des complexes a été déterminée par une analyse chromatographique en 
UPLC-DAD
2
 sur phase stationnaire HILIC (gradient formiate d’ammonium 10 mM pH 4 / acé-
tonitrile). Des solutions de ligands ont également été analysées afin de comparer les temps 
                                                      
2
 DAD = Diode Array Detector 
[MNa]+
[M+CF3COONa+Na]
+
(a)
(b)
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de rétention. D’une manière générale, les ligands sont ici plus retenus que les complexes 
correspondants (ΔtR = 0,2 min) et les complexes d’Eu(III), Gd(III) et Tb(III) ont un temps de 
rétention comparable lorsqu’ils sont analysés dans des conditions identiques, en accord avec 
la similitude de ces ions. D’une famille de complexes à l’autre, l’ordre d’élution en fonction 
du groupement R est le même : tR (R = CH2COOH) > tR (R = CH3) > tR (R = H) dans les deux fa-
milles DO3A-pyta-R et DO3A-pytz-R. Dans tous les cas, ces profils UPLC attestent d’une pu-
reté analytique des complexes comprise entre 90 et 100 % (en détection UV). La figure 35 
montre en exemple les chromatogrammes UPLC obtenus avec les complexes 33/Ln (Ln = Eu, 
Gd, Tb). L’ensemble des résultats est également rassemblé en partie expérimentale. 
 
Figure 35 : Chromatogrammes UPLC sur HILIC du ligand 33 et des complexes 33/Eu, 33/Gd et 33/Tb (de haut 
en bas). Conditions : colonne Acquity UPLC BEH
3
 HILIC (1,7 µm, 2,1x50 mm), avec HCOONH4 10 mM pH 
4/acétonitrile de 10:90 à 30:70 en cinq minutes (débit : 0,4 mL/min ; détection à 280 nm). 
La dernière caractérisation des complexes se fait par spectroscopie infra-rouge, avec 
une attention particulière sur les bandes de vibration d’élongation C=O des acides carboxy-
liques/carboxylates avant et après complexation. En effet, un déplacement important de 
                                                      
3
 BEH = Ethylene Bridged Hybrid 
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cette bande de vibration vers les faibles nombres d’onde est systématiquement observé 
entre le ligand libre et son complexe, quel que soit l’ion Ln(III) utilisé : de 1700 cm
-1
 environ 
dans le ligand, cette bande peut atteindre 1600 cm
-1
 dans le complexe (tableau 2). Ces dé-
placements traduisent la participation des carboxylates à la complexation des ions Ln(III). A 
noter que, dans le cas où R = CH2COOH dans les complexes DO3A-pyta-R et DO3A-pytz-R, la 
bande relative à cette fonction est également déplacée vers 1600 cm
-1
 dans le cas des com-
plexes : soit cette fonction est déprotonée sous forme de carboxylate de sodium étant don-
né le pH final autour de 7, soit elle participe à la complexation de l’ion Ln(III). L’ensemble des 
résultats est rassemblé dans un tableau en partie expérimentale. 
Composés 
Bandes de vibration νC=O observées [cm
-1
] 
Ligand / Complexes (Eu, Gd, Tb) 
DO3A-pyta-H 35                1732 / 1598 - 1602 
DO3A-pyta-CH3 33                1671 / 1599 - 1604 
DO3A-pyta-CH2COOH 34’    1729 ; 1667 / 1598 - 1602 
DO3A-pytz-H 42                1725 / 1599 - 1606 
DO3A-pytz-CH3 43                1724 / 1605 - 1606 
DO3A-pytz-CH2COOH 44    1719 ; 1624 /1602 - 1609 
Tableau 2 : Bandes de vibration d’élongation νC=O des ligands et des complexes observés en spectroscopie IR. 
III.2. Etude structurale par spectroscopie RMN 1H 
Lors de la complexation de l’ion lanthanide au sein d’une structure dérivée du DOTA et pos-
sédant huit à neuf sites de coordination, deux conformations sont rencontrées : la confor-
mation SAP (pour Square AntiPrism) et TSAP (pour Twisted SAP) (figure 36). Elles ne sont 
généralement caractérisables que par cristallographie par rayons X et par RMN 
1
H, cette 
dernière étant généralement réalisée sur les complexes d’Eu(III) et de Yb(III). 
 
Figure 36 : Représentation schématique des conformations TSAP et SAP adoptées par les complexes de Ln(III) 
dans des dérivés de type DOTA avec une molécule d’eau en position « capante », où seuls les atomes coordi-
nant l’ion sont représentés pour plus de clarté.
40
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Ces conformations correspondent en fait à deux couples d’énantiomères, distingués se-
lon i) l’orientation des bras pendants (Λ ou Δ) et ii) la conformation du cycle (δδδδ ou λλλλ). 
La conformation SAP est souvent rencontrée sous le nom M (pour Majoritaire) et correspond 
aux stéréoisomères Δ(λλλλ) et Λ(δδδδ), énantiomères entre eux. La conformation TSAP 
quant à elle est appelée m (pour minoritaire) et regroupe le couple d’énantiomères Λ(λλλλ) 
et Δ(δδδδ).
41
 Ces quatre diastéréoisomères sont représentés dans la figure 37. En solution, la 
plupart du temps, un mélange des deux conformations SAP et TSAP est observé. Des mo-
dèles de complexes de différents ions lanthanide complexés par les ligands DOTA et DO3A-
phosphate ont montré que la proportion de conformation TSAP diminue de l’ion La(III) à 
Lu(III), en faveur de la SAP, plus adaptée aux rayons ioniques plus faibles et aux ions à densi-
té de charge plus élevée. La conformation SAP, plus compacte, permet une meilleure stabili-
sation de l’ensemble.
41
 Elle sera toujours favorisée dans le cas d’ion Ln(III) de petit rayon, 
sauf dans le cas de ligand encombrant. En effet, dans ce cas, plus le ligand encombre 
l’environnement de Ln(III), plus il le déstabilise et déplace logiquement l’équilibre vers la 
conformation TSAP, comme le montre Woods avec un exemple de DOTA-tétraamide de plus 
en plus encombré.
42
 Dans un ligand de type DOTA, peu encombrant, on rencontre alors un 
mélange de conformations TSAP/SAP dans le cas des complexes avec Eu(III), Gd(III) et Tb(III), 
mais une tendance à préférer la SAP uniquement dans le cas de complexe avec l’Yb(III) de 
rayon ionique plus faible et à densité de charge plus élevée. 
En plus d’une organisation structurale particulière, la complexation d’un ion Ln(III) pa-
ramagnétique par un ligand entraîne plusieurs modifications importantes des signaux vi-
sibles en RMN : i) les pics sont élargis, moins fins et souvent moins bien résolus à cause de 
l’augmentation de relaxation du noyau concerné en présence de l’ion lanthanide parama-
gnétique ; ii) les déplacements chimiques sont sévèrement modifiés, en fonction de la dis-
tance entre le noyau concerné et l’ion Ln(III) paramagnétique.
43
 Cette modification de dépla-
cement est en effet directement liée à l’interaction dipolaire locale et au contact entre les 
deux noyaux. Si ce phénomène est considéré de prime abord comme un inconvénient pour 
le chimiste organicien, compliquant fortement les analyses RMN, c’est au contraire une 
source d’informations structurales importante. 
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Figure 37 : Conformations des quatre diastéréoisomères possibles dans les complexes de type DOTA-Ln et 
relations de diastéréoisomérie correspondantes. AR = Arm Rotation ; RI = Ring Inversion.
41
 
De par leur moment magnétique différent, tous les ions Ln(III) paramagnétiques (Ce → 
Yb) ne permettent pas d’obtenir de telles informations : Gd(III) élargit « trop » les signaux 
par exemple. Les ions Eu(III), Tb(III) et Yb(III) donnent des spectres souvent exploitables, le 
plus net étant avec Yb(III) qui, n’interagissant avec les noyaux que par interaction dipolaire, 
simplifie le résultat obtenu. Dans ce cas, les spectres RMN 
1
H permettent de discerner les 
différents protons du ligand organique qui le complexe, jusqu’à parfois atteindre un spectre 
où un signal équivaut à un seul proton.
41 
A partir de ces spectres, une attribution totale des 
signaux est parfois possible, à condition que la symétrie du complexe ne soit pas trop basse. 
Dans le cas de complexes de type DOTA-Yb, de symétrie C4, la largeur des signaux obtenus 
en RMN 
1
H permet de séparer deux lots de protons des CH2 : larges, ils correspondent aux 
protons axiaux ; plus étroits, ils renvoient aux protons en position équatoriale dans le com-
plexe. Pour aller au-delà de cette attribution partielle, une séquence COSY peut s’avérer effi-
cace, toujours si la symétrie des complexes n’est pas trop basse. Platas-Iglesias présente un 
exemple de spectre RMN 
1
H, doublé d’une séquence COSY, où tous les signaux du complexe 
[Yb(DO3A-PICOMe)]
–
 sont attribués (figure 38).
41 
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Figure 38 : Structure de [Yb(DO3A-PICOMe)]
-
 et son spectre RMN 
1
H dans D2O à 298 K, avec représentation 
graphique des déplacements calculés comparés aux déplacements expérimentaux, la ligne droite continue 
correspondant à une adéquation parfaite.
41
 
Nous avons dans un premier temps étudié tous les complexes de la famille 33/Ln (Ln-
DO3A-pyta-CH3), afin de connaître l’influence du paramagnétisme différent des noyaux Eu, 
Gd, Tb et Yb sur les résolutions spectrales de nos complexes. Si le complexe 33/Gd a donné 
comme attendu un spectre inexploitable, sous la forme d’un signal unique et large centré sur 
0 ppm, les trois autres noyaux ont chacun donné des profils différents, comme le montre la 
figure 39. D’un ion Ln(III) complexé à un autre, les amplitudes des spectres passent de 60 
ppm pour l’Eu(III) à plus de 200 ppm pour l’Yb(III). Les largeurs spectrales à mi-hauteur de 
ces spectres enregistrés dans des conditions identiques, varient également : de 130 Hz pour 
l’Yb(III) à 850 Hz pour le Tb(III). Ces mêmes largeurs de raies fluctuent à l’intérieur d’un 
même spectre, selon la proximité du noyau avec le centre paramagnétique. 
Tenant compte de tous ces paramètres, il est assez évident que seuls les spectres des 
complexes 33/Tb et 33/Yb sont exploitables. Sur le premier, on peut ainsi distinguer plus de 
29 signaux pour 31 protons dont 3 appartenant au groupement méthyle (et donc chimique-
ment équivalents), montrant que les deux conformations SAP et TSAP sont présentes : les 
intégrations permettent de voir qu’une forme est majoritairement présente (60-70 %), bien 
qu’il ne nous soit pas possible de connaître laquelle. 
Yb3+
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Figure 39 : Spectres RMN 
1
H (500 MHz, D2O, avec cryosonde et présaturation du signal de l'eau) des 
complexes d'Eu(III), de Tb(III) et d'Yb(III) de la famille DO3A-pyta-CH3 33/Ln. 
A l’inverse, dans le spectre RMN 
1
H de 33/Yb, 29 signaux différents sont distingués, dont 
un intégrant pour trois protons, correspondant ainsi aux 31 protons présents sur le com-
plexe : une conformation est donc largement favorisée dans ce cas. Au vu des déplacements 
chimiques des protons axiaux (les quatre signaux de gauche), et en comparaison avec les 
spectres disponibles dans la littérature, nous pouvons conclure que cette conformation est 
la SAP.
44,45,46
 La symétrie de ce complexe étant basse (C1), seule une attribution partielle est 
possible, toujours en s’inspirant des précédents travaux de la littérature : les quatre signaux 
à champ faible correspondent donc aux protons axiaux des CH2 du cycle complexe, tandis 
que les trois à champ fort (-100 à -80 ppm) sont les signaux des protons axiaux des CH2 des 
bras acétate du DO3A. 
240 200 160 120 80 40 0 - 40 - 80 - 120 - 160 - 200 - 240
ppm
10
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0 - 10 - 20203040
33/Yb
33/Tb
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A partir de ces premières analyses, nous avons étudié l’ensemble des complexes 
d’Yb(III), afin de vérifier tout d’abord si une seule conformation est toujours majoritairement 
choisie et de comprendre les modifications apportées par le motif pytz vis-à-vis du motif 
pyta, à substituant égal. La comparaison des profils RMN 
1
H de complexes au sein d’une 
même famille (pyta ou pytz) permet également de voir l’influence du substituant sur 
l’organisation tridimensionnelle du complexe. 
Dans la famille DO3A-pyta-R, pour R = CH3 et CH2COOH, les comportements sont simi-
laires (figure 40) : une série de signaux fins et résolus est largement majoritaire, les protons 
axiaux des bras acétate résonnent entre -70 et -90 ppm et les déplacements chimiques des 
protons axiaux entre 85 et 134 ppm dans les deux cas la caractérisent comme étant la struc-
ture SAP. Il y autant de signaux que de protons différents. Le CH3 de Yb-DO3A-pyta-CH3 
33/Yb est rapidement localisé par l’intégration des signaux : un pic à 29 ppm intègre pour 
trois protons. Sur le spectre de Yb-DO3A-pyta-CH2COOH 34’/Yb, ce signal n’apparaît plus : 
deux signaux distincts supplémentaires sortent dans cette même zone.  
 
Figure 40 : Spectres RMN 
1
H (D2O, 500 MHz) des complexes d'Yb(III) de la famille DO3A-pyta-R et attribution 
partielle des signaux obtenus. 
Yb-DO3A-pyta-CH3 33/Yb (pD 5)
Yb-DO3A-pyta-CH2COOH 34’/Yb (pD 7)
Yb-DO3A-pyta-H 35/Yb (pD 5)
CH3
****
****
*
protons axiaux du cycle
• protons axiaux des bras acétate
•
• •
•
• •
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Le pD de la solution analysée présente une influence sur les déplacements chimiques et 
la largeur de raie à mi-hauteur du spectre RMN 
1
H pour 34’/Yb (R = CH2COOH) comme on 
peut le constater en figure 41. Si le spectre RMN 
1
H obtenu à pD = 7 ne semble montrer 
qu’une seule espèce, correspondant très vraisemblablement à R = CH2COO
-
, l’abaissement à 
pD = 5 fait apparaître une deuxième série de signaux d’intensité similaire, correspondant au 
complexe à R = CH2COOH. 
 
Figure 41 : Spectres RMN 
1
H (D2O, 500 MHz) du complexes d'Yb-DO3A-pyta-CH2COOH 34’/Yb à pD 7 (haut) et 
pD 5 (bas), laissant apparaître les deux états de protonation à pD 5. 
Les analyses sont complètement différentes pour Yb-DO3A-pyta-H 35/Yb (figure 40). 
Quel que soit le pD ajusté (pD = 5 ou 7), aucun spectre défini n’a pu être obtenu : les signaux 
ne sont pas assez déplacés, les pics ne sont pas assez résolus. 
Dans la famille des ligands DO3A-pytz-R, on ne distingue toujours qu’une série de pics 
(27 signaux pour R = H, 29 pour R = CH2COOH, 30 pour R = CH3), attestant de la présence 
d’une conformation majoritaire, ici toujours la SAP. Comme dans le cas des complexes Yb-
Yb-DO3A-pyta-CH2COOH 34’/Yb
pD = 7
pD = 5
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DO3A-pyta-R, la superposition des spectres RMN 
1
H permet de distinguer deux comporte-
ments (figure 42). En effet, les spectres des complexes 43/Yb et 44/Yb (avec R = CH3 ou 
CH2COOH) sont très similaires, au signal du substituant près : les protons du CH3 résonnent 
sous la forme d’un singulet intégrant pour 3 protons à 30 ppm, les protons du groupement R 
= CH2COOH résonnent dans la même zone sous la forme de deux singulets proches intégrant 
pour un proton chacun. Dans ces deux cas, les signaux correspondant aux protons axiaux du 
cycle résonnent entre 97 et 149 ppm, alors que dans le cas de 42/Yb, ces signaux apparais-
sent entre 74 et 114 ppm. Les signaux des protons axiaux des bras acétate résonnent entre -
80 et -100 ppm pour 43/Yb et 44/Yb, et entre -60 et -90 ppm pour 42/Yb. 
 
Figure 42 : Spectres RMN 
1
H (D2O, 500 MHz, pD = 5) des complexes d'Yb(III) de la famille DO3A-pytz-R et 
attribution partielle des signaux obtenus (d’après Barigelletti et al., réf. 23)  
Le tableau suivant récapitule les déplacements chimiques observés des protons axiaux 
visibles à champ faible des spectres pour l’ensemble des complexes d’Yb(III) étudiés, avec 
certaines données comparables trouvées dans la littérature, ainsi que les conformations ma-
joritaires adoptées. 
Yb-DO3A-pytz-H 42/Yb
Yb-DO3A-pytz-CH3 43/Yb
Yb-DO3A-pytz-CH2COOH 44/Yb
*
* *
****
****
CH3
*
ppm
*
protons axiaux du cycle
•  protons axiaux des bras acétate
•
• •
• • •
• • •
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Complexes d’Yb(III) 
Ligand/Yb 
δ (ppm) 
H axiaux (gauche) 
Conformation Référence 
DO3A-pyta-H/Yb - - - 
DO3A-pyta-CH3/Yb 134, 130, 120, 87 SAP - 
DO3A-pyta-CH2COOH/Yb 130, 126, 117, 85 SAP - 
DO3A-pytz-H/Yb 114 ; 111 ; 104 ; 74 SAP - 
DO3A-pytz-CH3/Yb 147; 145 ; 124 ; 97 SAP - 
DO3A-pytz-CH2COOH/Yb 149 ; 147 ; 126 ; 100 SAP - 
DO3A-PICOMe/Yb 106 ; 85 ; 66 ; 57 SAP 41 
DO3A-phen-CH3/Yb 163 ; 161 ; 158 ; 123 SAP 23 
Tableau 3 : Déplacements chimiques des protons axiaux (gauche) des complexes d’Yb(III) expérimentaux et 
trouvés dans la littérature, avec la conformation associée. 
Cette étude par RMN 
1
H des complexes d’Yb(III) des familles de ligands DO3A-pyta-R et 
DO3A-pytz-R (R = H, CH3 ou CH2COOH) a permis d’une part de constater que tous adoptent 
majoritairement une conformation compacte SAP, et ce quel que soit le groupement R (H, 
CH3, CH2COOH). D’autre part, dans ces deux familles de ligands, les spectres pour R = CH3 et 
R = CH2COOH sont très similaires, impliquant que l’acide carboxylique de ce bras n’intervient 
pas dans la complexation des ions Ln(III) et reste très vraisemblablement disponible pour 
une bioconjugaison. 
IV. Etude photophysique des complexes DO3A-pyta/Ln3+ et DO3A-pytz/Ln3+ 
(Ln = Eu, Tb, Gd) 
Une fois l’ensemble des complexes d’Eu(III), de Gd(III) et de Tb(III) réalisés, des études pho-
tophysiques ont été menées afin de déterminer leurs propriétés d’absorption et d’émission 
de luminescence (fluorescence et phosphorescence) dans un tampon Tris (50 mM) à pH phy-
siologique. Si seuls les complexes d’Eu(III) et de Tb(III) luminescent, les complexes de Gd(III) 
ont été utilisés pour déterminer les niveaux d’énergie des états singulet et triplet impliqués 
dans le processus A.TE.E (Absorption - Transfert d’énergie – Emission), processus conduisant 
à la luminescence de ces ions. Des études de stabilité des complexes en solution aqueuse à 
pH physiologique et en présence de ligand compétiteur (DTPA) ont également été réalisées 
par spectroscopie de luminescence. Enfin, les complexes 35/Ln et 42/Ln (Ln = Eu, Tb) por-
teurs d’un chromophore ionisable en solution aqueuse (pyridine-triazole-N-H et pyridine-
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tétrazole-N-H respectivement) ont fait l’objet d’une évaluation de leurs propriétés photo-
physiques en fonction du pH. 
IV.1. Propriétés d’absorption des ligands libres et de leurs complexes Eu(III), Tb(III) 
Les propriétés d’absorption dans le domaine UV ont été déterminées sur l’ensemble des 
ligands et des complexes, dans du tampon Tris à 50 mM, pH 7,4 et 20°C, avec des concentra-
tions en complexes de 3 10
-5
 M à 5 10
-5
 M. Les données obtenues sont rassemblées dans le 
tableau ci-dessous. 
Famille 
DO3A-pyta 
λ [nm] (ε [M
-1
.cm
-1
]) 
 Famille 
DO3A-pytz 
λ [nm] (ε [M
-1
.cm
-1
]) 
33 239 (6250), 282 (5100)  42 233 (8750), 276 (7300) 
33/Eu 242 (8100), 297 (7450)  42/Eu 240 (7020), 292 (6600) 
33/ Tb 242 (8450), 299 (8400)  42/Tb 239 (6000), 294 (5900) 
34’ 239 (6600), 282 (5250)  43 227 (13450), 276 (4750) 
34’/Eu 242 (8800), 298 (8150)  43/Eu 233 (8650), 287 (7300) 
34’/Tb 243 (7650), 299 (7600)  43/Tb 233 (9300), 287 (8050) 
35 242 (6900), 282 (5950)  44 232 (9550), 276 (6950) 
35/Eu 241 (7050), 301 (7300)  44/Eu 236 (8850), 287 (7600) 
35/Tb 241 (5850), 302 (6550)  44/Tb 236 (8200), 288 (7350) 
Tableau 4 : Caractéristiques d’absorption des ligands 33, 34’, 35, 42, 43, 44 et de leurs complexes dans le 
tampon Tris (50 mM, pH 7,4, 20°C). 
A titre d’exemples sont montrés dans la figure 43 les spectres d’absorption d’un ligand 
de chaque famille de composés, à savoir 33 (DO3A-pyta-CH3) et 43 (DO3A-pytz-CH3), et de 
leurs complexes d’Eu(III) et de Tb(III). Les spectres obtenus sont représentatifs de ce qui 
s’obtient pour chaque famille. 
Les ligands libres présentent deux bandes intenses d’absorption : une bande de haute 
énergie, centrée sur une longueur d’onde autour de 240 nm pour la famille pyta et 230 nm 
pour la famille pytz ; une de plus basse énergie, à 282 nm pour la famille pyta et 276 nm 
pour la famille pytz. Quelle que soit la famille de ligands, ces deux bandes d’absorption cor-
respondent à des transitions de type π→π* pouvant se superposer aux transitions n-pi* de 
moindres intensités des noyaux hétérocycliques. Il est à noter que si ces deux bandes sont 
d’intensités similaires dans le cas de la famille pyta (valeurs des ε proches), ce n’est pas le 
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cas des ligands pytz, où la bande de plus haute énergie est plus forte (ε pouvant être jusqu’à 
deux fois plus élevé).  
 
 
Figure 43 : Spectres d’absorption des ligands libres (---) 33 (haut) et 43 (bas), et de leurs complexes d’Eu(III) 
(—) et de Tb(III) (—) respectifs, en tampon Tris (50 mM, pH 7,4, 20°C)  
à des concentrations de 5 10
-5
 M et 3 10
-5
 M respectivement. 
Lors de la complexation des ions lanthanides, un déplacement bathochrome des deux 
bandes ainsi qu’un déplacement hyperchrome de la bande de plus faible énergie sont obser-
vés. Compris entre 9 et 20 nm, les déplacements vers le rouge sont caractéristiques de com-
plexes de Ln(III) où l’ion métallique est en forte interaction avec les azotes hétérocycliques 
des deux types de noyaux composant le chromophore. De manière similaire à un bishétéro-
cycle 2,2’-bipyridine,
4,47
 on peut supposer que ces modifications spectrales traduisent un 
changement de conformation du motif chromophore pyridine-triazole ou pyridine-tétrazole, 
plutôt en conformation trans dans le ligand libre, à une conformation plutôt en cis dans le 
complexe (figure 44). 
240 280 320 360
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Figure 44 : Conformations trans et cis du chromophore dans les ligands et les complexes. 
Parmi les six ligands étudiés, 35 et 42 possèdent sur l’hétérocycle un proton labile qui, 
selon le pH appliqué, est susceptible de modifier les propriétés d’absorption des complexes 
correspondants. S’il est certain que le pKa du proton du tétrazole N-H (pKa = 3-5) dans 42 est 
suffisamment acide pour que ce chromophore soit majoritairement déprotoné autour du pH 
physiologique, il est moins évident de connaître l’état de protonation de 35 et complexes 
associés. Lowe a déterminé un pKa autour de 7,5 pour un complexe Eu-DO3A incorporant un 
noyau triazole N-H.
12
 Nous avons donc supposé un pKa proche de cette valeur pour notre 
noyau pyridine-triazole N-H et réalisé une expérience de titration par une solution aqueuse 
de NaOH sur les solutions de complexes 35/Eu et 35/Tb de manière à suivre l’évolution des 
spectres d’absorption UV entre les pH 5 et 9 : on constate effectivement un déplacement 
bathochrome réversible d’une quinzaine de nanomètres (figure 45). La même expérience de 
titration réalisée avec les complexes 33/Eu et 33/Tb (chromophore pyridine-triazole N-CH3) 
ne montre pas de variation dans ce domaine de pH.  
Ce déplacement traduit la déprotonation progressive du noyau triazole, engendrant un 
changement de conjugaison dans le chromophore complexé : l’hétérocycle déprotoné est en 
effet chargé, ce qui abaisse visiblement les niveaux d’énergie ππ*. La valeur du pKa de ce 
système, estimée ici à 7,2-7,6, ainsi que les impacts d’un tel changement sur les propriétés 
d’émission des complexes seront étudiées plus loin, mais on peut déjà noter qu’en tampon 
Tris à pH 7,4, il y a coexistence des espèces protonées et déprotonées dans le cas des com-
plexes 35/Ln alors que dans le cas des complexes 42/Ln, l’espèce ionisée est majoritaire-
ment présente (figure 46). 
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Figure 45 : Evolution du spectre d'absorption de 35/Eu (1,9 10
-5
 M, [NaCl] = 0,1 M, 20°C) en fonction du pH 
variant de 5 à 9. 
N N
NN
O-
O
O-
O O-
O
N
N
N
N
NLn3+
N N
NN
O-
O
O-
O O-
O
N
N
N
N
Ln3+
H
N N
NN
O-
O
O-
O O-
O
N
N
N
N
Ln3+
dans le tampon Tris à pH = 7,4
dans le tampon Tris à pH = 7,4
N N
NN
O-
O
O-
O O-
O
N
N
N
N
NLn3+
H
- H+
- H+
pKa 3-5
pKa 7,2- 7,6
b)
a)
 
Figure 46 : Etat de protonation des noyaux triazole et tétrazole à pH 7,4 dans le tampon Tris pour les com-
plexes 35/Ln (b) et 42/Ln (a) respectivement. 
IV.2. Propriétés de luminescence des ligands et de leurs complexes de Gd(III) 
L’étude de la fluorescence et de la phosphorescence des ligands libres et des complexes non 
émissifs de Gd(III) correspondants permet d’évaluer la position énergétique des premiers 
210 250 300 350
0.1
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niveaux d’énergie singulet excité (
1pipi∗) et triplet (3pipi∗) relatifs au chromophore des ligands 
sous formes libre et complexée : la position de ces états vis-à-vis de l’état émissif de l’ion 
lanthanide (Eu(III), Tb(III)) définit l’efficacité avec laquelle l’effet d’antenne aura lieu au sein 
des complexes.  
Si le niveau émissif très haut en énergie du Gd(III) (
6
P1/2 à 32224 cm
-1
) rend impossible 
tout transfert d’énergie ligand-métal dans les complexes de Gd(III), par conséquent non 
émissifs, il est en revanche possible d’observer la désactivation radiative à partir de l’état 
1pipi∗,  c’est-à-dire la fluorescence du chromophore dans le complexe. De plus, la présence de 
cet atome lourd facilite le croisement intersystème 
1pipi∗ → 3pipi∗ au sein du chromophore, 
permettant ainsi l’observation de la désactivation radiative à partir de l’état 
3pipi∗, c’est à 
dire la phosphorescence du chromophore dans le complexe. Enfin, l’ion Gd(III) présente une 
taille et une structure électronique proches des ions Eu(III) et Tb(III) : on peut ainsi extrapo-
ler les valeurs d’énergie des états singulet excité (
1pipi∗) et triplet (3pipi∗) trouvées avec les 
complexes de Gd(III) aux complexes Eu et Tb correspondants où l’environnement est sem-
blable. 
 
Figure 47 : Diagramme de Perrin-Jablonski simplifié pour un complexe Ligand-Ln avec Ln = Tb
3+
, Eu
3+
 ou Gd
3+
 : 
niveaux d’énergie singulet excité S (ou 
1
pipi*), triplet T (ou 
3
pipi*) du ligand (L) et niveaux émissifs des ions Ln 
5
D4 (Tb
3+
), 
5
D0 (Eu
3+
) et 
6
P7/2 (Gd
3+
). ISC = croisement intersystème ; en = transfert d’énergie. 
La position énergétique des premiers états excités singulet, dans les ligands seuls ou 
dans les complexes de Gd(III), est obtenue en superposant leurs spectres d’absorption et 
d’émission de fluorescence réalisés à température ambiante en tampon Tris (50 mM, pH 
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7,4). L’intersection des deux spectres permet d’estimer directement la position énergétique 
de cet état. La position énergétique du premier état triplet est quant à elle obtenue grâce 
aux spectres d’émission de phosphorescence des complexes de Gd(III) à 77K (métha-
nol/éthanol 4:1). L’acquisition dans une solution alcoolique et à froid permet de favoriser 
l’observation du processus de phosphorescence et d’obtenir une bande plus ou moins struc-
turée : la position énergétique de l’état triplet correspond à la raie de plus courte longueur 
d’onde sur le spectre d’émission de phosphorescence. Dans le cas de nos complexes de 
Gd(III), cette structure vibrationnelle n’est pas clairement définie : le maximum de 
l’épaulement distingué (λép) de la bande d’émission de phosphorescence a donc été pris en 
compte pour l’estimation de cette position. 
Le tableau ci-dessous rassemble les caractéristiques d’absorption UV (λmax et coefficient 
d’extinction molaire ε de la bande d’absorption pi→pi∗), d’émission de fluorescence (λmax de 
la bande d’émission de fluorescence et position énergétique E de 
1pipi∗) et d’émission de 
phosphorescence (position énergétique E de 
3pipi∗ estimée au λmax de la bande d’émission de 
phosphorescence, durée de vie d'émission de phosphorescence τP) obtenues pour les li-
gands libres et les complexes de Gd(III) correspondants. Les différences d’énergie ∆E calcu-
lées entre l’état triplet déterminé et les états émissifs 
5
D0 de l’Eu(III) et 
5
D4 de Tb(III) sont 
également rapportées.  
 π→π* 
λmax [nm] 
(ε [M
-1
.cm
-1
]) 
1
ππ* 
λmax[nm] 
(E [cm
-1
]) 
3
ππ* 
à λép  
(E[cm
-1
])
a
 
τP (ms)
a
 
ΔE  
(
3
ππ* → 
5
D0) 
Eu
3+ 
[cm
-1
] 
ΔE  
(
3
ππ* → 
5
D4) 
Tb
3+ 
[cm
-1
] 
33 282 (6000) 332 (33200) - - - - 
33/Gd 298 (9750) 354 (32100) 23250 12,9 5950 2750 
34’ 282 (5500) 334 (32700) - - - - 
34’/Gd 299 (8400) 359 (30350) 23500 6,9 6200 3000 
35 282 (6050) 334 (33000) - - - - 
35/Gd 299 (9500) 373 (31350) 23550 7,0 6250 3050 
42/Gd 293 (9900) 365 (31650) 23350 5,4 6050 2850 
43/Gd 287 (13600) 321 (32950) 23250 6,8 5950 2750 
44/Gd 287 (14550) 321 (32950) 23250 9,9 5950 2750 
Tableau 5 : Caractéristiques d’absorption UV et d’émission de fluorescence, de phosphorescence des ligands 
et des complexes de Gd(III) correspondants, en solution aqueuse en tampon Tris à 50 mM et pH 7,4. ( 
a
 dé-
terminés dans un mélange méthanol/éthanol 4:1 à 77 K) 
Chapitre III 
224 
Les ligands de la série DO3A-pyta-R 33-35 présentent une bande de fluorescence cen-
trée autour de 332-334 nm et déplacée vers 354 - 373 nm dans les complexes de Gd(III) cor-
respondants, après excitation dans leur bande d’absorption pipi*. Cette diminution d’énergie 
traduit la perturbation électronique ainsi que le changement de conformation du chromo-
phore, observés précédemment par spectroscopie d’absorption UV, et qui résulte de la 
coordination de l’ion Gd(III). Les ligands de la série DO3A-pytz-R 42-44, dans ces mêmes 
conditions, ne présentent pas de bande d’émission de fluorescence. Pour les complexes de 
Gd(III) de cette même série, une bande d’émission de fluorescence a pu être observée vers 
321 nm pour les complexes DO3A-pytz-R/Gd 43/Gd (R = CH3), 44/Gd (R = CH2COOH) et plus 
basse en énergie, vers 365 nm, pour le complexe DO3A-pytz-R/Gd 42/Gd (R = H) ionisé à pH 
7,4. 
Les complexes de Gd(III) des deux séries présentent une bande d’émission de phospho-
rescence similaire, centrée autour de 425-430 nm (23250–23550 cm
-1
). A partir de cette 
bande, on peut d’une part, estimer la différence d’énergie entre les niveaux excités singulet 
et triplet : cette différence est toujours ici supérieure à 5000 cm
-1
. Cette valeur limite est 
considérée comme la valeur minimale permettant d’assurer un transfert d’énergie optimal 
entre ces deux niveaux d’énergie dans les systèmes π-conjugués.
48
 Dans notre cas, 
l’efficacité du croisement intersystème 
1pipi∗ → 3pipi∗ est donc assurée. D’autre part, la 
bande d’émission de phosphorescence observée dans les complexes de Gd(III) permet 
d’estimer la différence d’énergie entre l’état triplet du chromophore et les états émissifs des 
ions Eu(III) et Tb(III) : cette différence est ici toujours supérieure à 3000 et 1750 cm
-1
 respec-
tivement. Ces deux limites basses garantissent un transfert d’énergie chromophore-métal 
rapide, efficace et irréversible entre ces deux niveaux d’énergie.
48,49
  
Enfin, Latva et al. ont étudié les propriétés photophysiques d’un grand nombre de com-
plexes d’Eu(III) et de Tb(III), et ils ont pu relier l’évolution du rendement quantique Φ de ces 
complexes en fonction de la position énergétique de l’état triplet des complexes de Gd(III), 
comme les courbes Φ=f(E(3ππ*)) le montrent en figure 48. 
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Figure 48 : Evolution du rendement quantique des complexes de Tb(III) (à gauche) et de Eu(III) (à droite) en 
fonction de la position énergétique de l'état triplet déterminée avec le complexe de Gd correspondant.
49
 
Bandes colorées : position des états triplets de nos complexes de Ln(III). 
Nous observons ainsi que les positions énergétiques mesurées pour l’état triplet autour 
de 23250–23550 cm
-1
 dans le cas de nos deux séries de complexes de Gd(III) (DO3A-pyta-R 
33, 34’, 35 et DO3A-pytz-R 42, 43, 44) se situent dans un domaine d’énergie qui devrait con-
duire à des rendements quantiques particulièrement élevés dans le cas des complexes de 
Tb(III) et à des rendements quantiques plus modérés dans le cas des complexes de Eu(III) 
(figure 48).
49
 C’est ce que nous allons déterminer dans la suite du manuscrit. 
IV.3. Propriétés de luminescence des complexes Eu(III) et Tb(III) en solution 
aqueuse à pH 7,4 
IV.3.1. Spectres d’émission de luminescence 
Les spectres d’émission de luminescence des complexes d’Eu(III) et de Tb(III) issus des deux 
séries de ligands 33, 34’, 35, 42, 43 et 44 ont été obtenus après excitation dans la bande 
d’absorption pipi*, autour du maximum observé vers 300 nm, à partir de solutions de com-
plexe à 10
-5
 M dans le tampon Tris 50 mM à pH 7,4. Les spectres d’émission ont été enregis-
trés en « mode phosphorescence » : un temps de délai td, généralement de 0,1 ms, précède 
un temps d’acquisition tg plus long, de 0,3 à 1 ms. Ce délai td permet de s’affranchir de la 
présence éventuelle de bandes de fluorescence en raison de leurs durées de vie d’émission 
courtes (< µs), mais aussi des harmoniques des bandes de diffusion Raman et Rayleigh, qui 
se superposeraient au spectre d’émission si aucun délai td n’était appliqué (cas du mode de 
« fluorescence »). 
Les spectres d’émission des complexes d’Eu(III) sont composés de raies fines, corres-
pondant aux transitions 
5
D0 → 
7
FJ (J = 0-6) situées entre 570 et 840 nm (figure 49). Dans les 
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six complexes étudiés, les deux bandes 
5
D0 → 
7
F1 et
 5
D0 → 
7
F2 sont les plus intenses, suivies 
de la bande 
5
D0 → 
7
F4. Les quatre autres bandes sont faibles voire très faibles. Les surfaces 
relatives des bandes les plus représentatives sont rassemblées dans le tableau 6, et compa-
rées au sel de chlorure d’europium(III) en solution aqueuse à 0,1 M. 
 
Figure 49 : Spectres d'émission des différents complexes d'Eu(III) étudiés, corrigés et normalisés (tampon 
Tris, 50 mM, pH 7,4, 20°C, [complexe] = 10
-5
 M ; mode phosphorescence, td = 0,1 ms, tg = 0,4 ms) 
298K 
5
D0 → 
7
F0 
5
D0 → 
7
F1 
5
D0 → 
7
F2 
5
D0 → 
7
F3 
5
D0 → 
7
F4 
7
F2/
7
F1 
7
F4/
7
F1 
EuCl3 0,09 30,8 22,6 2,2 44,3 0,7 1,4 
33/Eu 2,1 16,4 28,2 2,3 51,0 1,7 3,1 
34’/Eu 2,0 10,4 31,5 2,4 53,6 3,0 5,1 
35/Eu 1,7 16,6 29,9 3,2 48,6 1,8 2,9 
42/Eu 1,79 16,1 30,4 2,88 48,8 1,9 3,0 
43/Eu 2,34 18,3 25,7 3,38 50,2 1,4 2,7 
44/Eu 2,72 17,1 25,9 3,55 50,7 1,5 3,0 
Tableau 6 : Surfaces relatives des raies de l'ion Eu(III) libre et complexé, calculées à partir des spectres 
d'émission de luminescence corrigés. Les mesures sont réalisées en tampon Tris (50 mM, pH 7,4, 20°C) pour 
les complexes et dans l'eau pour EuCl3. 
Les rapports des bandes les plus intenses 
7
F2/
7
F1 et 
7
F4/
7
F1 ont été calculés. En effet, le 
spectre d’émission des complexes d’Eu(III) est sensible à l’environnement de l’ion métal-
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lique : si les longueurs d’ondes des raies obtenues sont toujours sensiblement identiques, 
leur intensité et leur structure peut varier.
50
  
Le premier rapport, 
7
F2/
7
F1, est sensible à la nature du ligand : la bande 
5
D0 → 
7
F2 est en 
effet dite « hypersensible » de par sa nature dipolaire électrique. La bande 
5
D0 → 
7
F4 subit ce 
même effet, mais de manière amoindrie. La bande 
5
D0 → 
7
F1 possède quant à elle un carac-
tère de dipôle magnétique, qui la rend indépendante des variations d’environnement ; elle 
est ainsi utilisée comme référence interne. Les valeurs des rapports obtenus sont une indica-
tion de la symétrie de la sphère de coordination du métal. Un environnement centrosymé-
trique de l’ion Eu(III) entouré par neuf molécules d’eau, comme c’est le cas de EuCl3, en solu-
tion dans l’eau, se traduit par un rapport 
7
F2/
7
F1 inférieur à 1.
50
 
D’après le tableau 6, on constate que la complexation de l’ion Eu(III) par les atomes 
coordinants des différents ligands se traduit bien par une augmentation du rapport 
7
F2/
7
F1 
comparé à l’ion Eu(III)
 
en solution aqueuse : le rapport 
7
F2/
7
F1 passe de 0,7 à des valeurs 
comprises entre 1,4 et 3,0. Ces données sont en accord avec la modification drastique 
d’environnement autour de l’ion lors de sa complexation par un ligand : les atomes coordi-
nants du ligand en se substituant aux molécules d’eau conduisent à une distorsion de symé-
trie autour de l’ion, ce qui se traduit par une inversion de l’intensité relative des raies 
5
D0 → 
7
F1 et 
5
D0 → 
7
F2 dans les spectres d’émission. 
Les spectres d’émission de luminescence des six complexes d’Eu(III) montrent des modi-
fications de structure aux niveaux des raies 
5
D0 → 
7
F1, 
5
D0 → 
7
F2 et 
5
D0 → 
7
F4 qui sont plus 
ou moins dégénérées. Seule, la raie 
5
D0 → 
7
F0 est non dégénérée ; absente dans le cas de 
complexes centrosymétriques, la présence d’une seule raie, comme c’est le cas ici, peut té-
moigner de la présence d’une seule espèce luminescence ou de plusieurs espèces en équi-
libre rapide.
50
 Enfin, les raies sont très similaires en passant d’un complexe à l’autre : ceci 
suggère un environnement structural quasi-identique dans tous ces composés. 
Les raies d’émission de l’ion Tb(III) ne sont pas aussi sensibles à l’environnement que 
celles d’Eu(III). Par conséquent, leur spectre d’émission ne permet pas d’obtenir beaucoup 
d’informations structurales. Ils sont composés de raies fines très peu modifiées d’un ligand à 
l’autre, réparties entre 470 et 700 nm et correspondant aux différentes transitions 
5
D4 → 
7
FJ 
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(J = 0-6).
50
 La raie 
5
D4 → 
7
F5, vers 545 nm, est toujours la plus intense. Les raies avec J ≤ 2, 
au-delà de 640 nm, sont toujours faibles à très faibles. La figure 50 regroupe les spectres 
d’émission des complexes de Tb(III), enregistrés dans des conditions similaires aux précé-
dentes (mode phosphorescence, td = 0,1 ms, tg = 0,3 ms). Comme on peut le constater, ils 
sont peu différents les uns des autres. 
 
Figure 50 : Spectres d'émission des différents complexes de Tb(III) étudiés, corrigés et normalisés (tampon 
Tris, 50 mM, pH 7,4, 20°C, [complexe] = 10
-5
 M ; mode phosphorescence, td = 0,1 ms, tg = 0,3 ms) 
Tous ces complexes d’Eu(III) et de Tb(III) apparaissent très luminescents aux faibles con-
centrations utilisées en solution aqueuse en tampon Tris 50 mM pH 7,4. Les sels EuCl3 et 
TbCl3 sont connus pour être également luminescents, mais de manière beaucoup moins effi-
cace : ils requièrent des concentrations 10000 fois plus élevées pour être détectés. L’effet 
d’antenne apporté par le chromophore de chaque ligand semble ainsi bien fonctionner, sen-
sibilisant correctement les ions lanthanides utilisés. C’est ce que nous allons démontrer dans 
le paragraphe suivant, en abordant les spectres d’excitation de luminescence de ces com-
plexes. 
IV.3.2. Spectres d’excitation de luminescence 
Ces spectres de luminescence traduisent l’efficacité relative des différentes longueurs 
d’onde d’excitation pour une longueur d’onde d’émission donnée. Ils sont obtenus en main-
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tenant la longueur d’onde d’émission fixe, généralement celle qui correspond au maximum 
d’intensité dans le spectre d’émission de luminescence, et en faisant varier la longueur 
d’onde de la lumière excitatrice. Ils révèlent ainsi l’efficacité d’une longueur d’onde à exciter 
le complexe.  
Les longueurs d’onde d’émission fixes choisies sont 544 nm (
5
D4 → 
7
F5) pour tous les 
complexes de Tb(III) et 614 nm (
5
D0 → 
7
F2) pour ceux d’Eu(III). Elles correspondent à la raie 
d’intensité la plus forte du spectre d’émission. La longueur d’onde de la lumière excitatrice 
varie entre 200 et 500 nm. Dans tous les cas, il apparaît, après correction des variations 
d’intensité de la lumière incidente, que les spectres d’excitation reproduisent parfaitement 
l’allure des spectres d’absorption des complexes. La bonne superposition de ces deux 
spectres (en abscisse et en ordonnée) permet de montrer sans ambiguïté que l’émission de 
luminescence de l’ion complexé s’effectue indirectement via un processus de transfert 
d’énergie du chromophore vers l’état émissif de l’ion, après excitation sur les bandes 
d’absorption intenses du chromophore. La figure 51 rassemble les superpositions des 
spectres d’absorption et d’excitation de l’ensemble des complexes d’Eu(III). Les complexes 
de Tb(III), non représentés ici pour plus de concision, ont un comportement similaire. 
 
Figure 51 : Spectres d'absorption (---) et d'excitation de luminescence (—) normalisés des complexes d'Eu(III) 
en tampon Tris (50 mM, pH 7,4, 20°C, [complexe] = 10
-5
 M, td = 0,1 ms, tg = 0,3 ms) 
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L’efficacité de luminescence d’un complexe de lanthanide se quantifie par des mesures 
de durées de vie d’émission dans différentes conditions (à température ambiante et à 77K, 
dans un solvant deutéré et non deutéré) ainsi que par la mesure de leurs rendements quan-
tiques. Toutes ces caractéristiques sont développées dans les paragraphes suivants.  
IV.3.3. Durées de vie de luminescence 
La durée de vie de luminescence τ d’un complexe de lanthanide correspond au temps moyen 
pendant lequel ce dernier reste à l’état excité avant de revenir à l’état fondamental par des 
processus radiatifs ou non. La diminution de l’intensité d’émission de luminescence au cours 
du temps suit une loi de décroissance exponentielle du type : 
    	
⁄   [III.1] 
où I est l’intensité de luminescence de la solution de complexes de lanthanide excités au 
temps t et I0 l’intensité de luminescence à l’instant t=0. Le traitement mathématique de la 
courbe obtenue, via le passage par les logarithmes népériens, permet de remonter à la du-
rée de vie τ avec 1/τ correspondant à la pente de la droite ln(I) = f(t). 
La durée de vie de luminescence mesurée sous différentes conditions (température, vi-
brateurs O-H et O-D, solvant aéré ou non) permet d’évaluer quantitativement les différents 
processus de désactivation rencontrés, puisqu’elle est plus ou moins affectée par les phé-
nomènes non radiatifs. Pour les complexes d’Eu(III) et de Tb(III), les processus de désactiva-
tion non radiatifs les plus fréquemment rencontrés sont activés thermiquement ou liés à la 
présence de vibrateurs O-H (C-H et N-H dans une moindre mesure) dans l’environnement 
proche de l’ion.
51
 On considère ainsi qu’à 77 K et dans un solvant deutéré, ces processus non 
radiatifs sont minimisés.
52
 Afin de mettre en évidence l’ensemble de ces phénomènes de 
désactivation, nous avons mesuré, dans le cas de tous nos complexes d’Eu(III) et de Tb(III), 
les durées de vie de luminescence dans le tampon Tris non deutéré (τH), le tampon Tris deu-
téré (τD), à température ambiante (298 K) et à 77 K. Les résultats sont rassemblés dans le 
tableau 7. 
Toutes les durées de vie d’émission mesurées sont le résultat d’une décroissance de lu-
minescence mono-exponentielle. Ceci suggère la présence d’une seule espèce luminescente 
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en solution ou de plusieurs espèces en échange rapide par rapport à l’échelle de temps des 
états excités des ions Eu(III) et Tb(III). 
Complexes τH
298K
 [ms] τH
77K
 [ms] τD
298K
 [ms] τD
77K
 [ms] 
33/Eu 1,11 1,23 1,72 1,59 
34’/Eu 1,12 1,21 1,70 1,57 
35/Eu 1,11 1,29 1,71 1,65 
42/Eu 1,14 1,24 1,78 1,65 
43/Eu 1,07 1,19 1,65 1,55 
44/Eu 1,07 1,16 1,67 1,55 
33/Tb 2,97 2,76 3,25 2,87 
34’/Tb 2,92 2,63 3,18 2,85 
35/Tb 2,91 2,54 3,21 2,74 
42/Tb 2,92 2,73 3,21 2,95 
43/Tb 3,11 2,79 3,45 2,96 
44/Tb 3,03 2,75 3,35 2,92 
Tableau 7 : Durées de vie de luminescence des complexes d’Eu(III) et de Tb(III) dans le tampon Tris deutéré 
ou non deutéré (50mM, pH 7,4), à 77 K et à température ambiante (298 K). 
A température ambiante et dans le tampon Tris non deutéré, les six complexes d’Eu(III) 
des familles de ligands DO3A-pyta-R et DO3A-pytz-R présentent des durées de vie de lumi-
nescence τH
298K
 similaires, de l’ordre de 1,1 ms. De même, les six complexes de Tb(III) sont 
caractérisés par des durées de vie de luminescence τH
298K
 équivalentes particulièrement 
longues de l’ordre de 3 ms.  
La comparaison des durées de vie de luminescence τH
298K
 / τD
298K
 pour l’ensemble de ces 
composés met en évidence une augmentation de la durée de vie de luminescence dans le 
milieu deutéré, cette augmentation étant plus significative pour les complexes d’Eu(III) que 
pour les complexes de Tb(III). Cette augmentation signifie que les processus de désactivation 
non radiatifs liés à la présence de vibrateur O-H sont opérants et bien plus efficaces dans le 
cas des complexes d’Eu(III) que des complexes de Tb(III). En effet, l’état émissif de l’ion 
Eu(III) est plus sensible à la désactivation non radiative via les oscillateurs O-H.
53,54
  
La comparaison des durées de vie de luminescence τD
298K
 / τD
77K
 fait quant à elle appa-
raître, pour l’ensemble de ces complexes, une durée de vie plus courte dans un milieu deu-
téré à 77 K, alors que, favorisée par l’absence de phénomènes de désactivation non radiatifs 
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dépendants et indépendants de la température, elle devrait être plus longue ou au moins 
égale à τD
298K
. Deux hypothèses peuvent expliquer ce résultat. La première part du principe 
qu’il existe une erreur de ± 10 % sur la mesure des durées de vie : on aurait ainsi τD
77K 
≈ 
τD
298K
 pour la plupart des composés, les durées de vie de luminescence n’étant ainsi pas af-
fectées par les processus activés thermiquement, tels que le transfert d’énergie en retour 
ligand-métal. La seconde hypothèse repose sur l’existence de conformations SAP/TSAP 
abordées plus tôt : dans le cas où ces conformations sont en équilibre rapide à température 
ambiante, on peut supposer qu’une diminution de température jusqu’à 77 K le modifie, fa-
vorisant une espèce plutôt qu’une autre. Si la SAP et la TSAP n’ont pas les mêmes caractéris-
tiques de luminescence, la durée de vie de luminescence peut être modifiée, rendant 
compte de ce mélange. 
A partir des différentes durées de vie d’émission mesurées, il est possible de calculer la 
valeur de plusieurs paramètres, à commencer par le nombre de molécules d’eau présentes 
dans la première sphère de coordination de l’ion Ln(III) de tous les complexes. Pour ce faire, 
nous avons utilisé les relations empiriques mises au point par Parker 
55
, qui tiennent compte 
des molécules d’eau directement liées à l’ion Ln
3+
, mais également de celles qui sont proches 
du centre métallique dans sa deuxième sphère de coordination. Le nombre de ces molécules 
d’eau, q, peut être déterminé à partir des durées de vie τH
298K
 et τD
298K
 (ou τH
77K
 et τD
77K
) sui-
vant les relations [III.2] et [III.3] avec une incertitude de ± 0,1 selon l’ion Ln(III) impliqué. 

  1,2  1   1    0,25 [III.2] 

  5  1   1    0,06 [III.3] 
Horrocks et Supkowski ont établi une relation similaire pour les complexes d’Eu(III) uni-
quement, tenant aussi compte de la deuxième sphère de coordination.
56
  

  1,11  1   1    0,31   [III.4] 
L’ensemble des résultats est rassemblé dans le tableau 8, q étant déterminé à 298 K de 
deux façons pour les complexes d’Eu(III) : soit selon Parker, soit selon Horrocks (entre paren-
thèses). La valeur de q à 77 K déterminée selon Parker est également indiquée. L’utilisation 
de ces relations empiriques à 298 et 77 K indique sans ambiguïté qu’aucune molécule d’eau 
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n’est coordinée à l’ion Ln(III) dans les complexes d’Eu(III) et de Tb(III) : l’ion Ln(III) est com-
plexé jusqu’à saturation de sa sphère de coordination grâce aux neuf fonctions coordinantes 
que les ligands proposent. 
Complexes q
298K
 q
77K
  Complexes q
298K
 q
77K
 
33/Eu 0,08 (0,01) -0,08   42/Eu 0,08 (-0,005) -0,06 
33/Tb -0,15 -0,23  42/Tb -0,15 -0,16 
34’/Eu 0,07 (-0,005) -0,07  43/Eu 0,10 (0,03) -0,07 
34’/Tb -0,16 -0,15  43/Tb -0,14 -0,07 
35/Eu 0,08 (-0,007) -0,10  44/Eu 0,09 (0,03) -0,04 
35/Tb -0,14 -0,16  44/Tb -0,14 -0,19 
 
Tableau 8 : Nombre de molécules d’eau coordinantes q à 298 K et 77 K pour les complexes d’Eu(III) et de 
Tb(III). Pour les complexes d’Eu(III), les valeurs selon Parker et Horrocks (entre parenthèses) sont indiquées. 
A partir des valeurs de durées de vie de luminescence mesurées, il est également pos-
sible de déterminer et de quantifier les constantes de vitesse des différents processus radia-
tif et non radiatif qui coexistent et opèrent à partir des états émissifs de l’ion métallique. 
Leur constante de vitesse respective participe à la vitesse apparente de désactivation kobs 
selon la relation suivante : 
 !"#   1 !"#   $ %  &$ %  &$
  [III.5] 
où kr est la constante de vitesse radiative, knr la constante de vitesse du processus non radia-
tif indépendant de la température (vibrateurs…) et knr(T) la constante de vitesse du proces-
sus non radiatif fonction de la température. Le processus de désactivation non radiatif indé-
pendant de la température dépend directement des oscillateurs O-H et d’autres notés X-H. 
L’équation devient : 
 !"#   $ %  ' %  ( %  &$
  [III.6] 
Dans D2O, la contribution des oscillateurs OH est nulle. L’équation adaptée est donc : 
 !"#   $ %  ( %  &$
  [III.7] 
On peut ainsi directement calculer kOH par la différence entre kobs
H
 [III.6] et kobs
D
 [III.7]. 
En introduisant les durées de vie correspondantes, on obtient l’équation III.8 ci-dessous. 
 '  1 )*+, 
1 )*+,   [III.8] 
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De la même manière, en passant de 298 K à 77 K, on peut considérer la participation de 
knr(T) négligeable. La relation [III.7] devient alors : 
 --,   $ %  (    [III.9]   
On peut ainsi directement calculer knr(T) par la différence entre kD
298K
 [III.7] et 
kD
77K
 [III.9]: 
 &$
  1 )*+, 
1 --,  [III.10] 
Cette dernière équation est valable si on fait l’hypothèse, dans notre cas, d’une même 
entité complexée à 298 K et 77 K. On obtient ainsi les données suivantes : 
Complexes kobs
H
  [s
-1
]  $ %  (   [s-1] kOH [s-1] (kOH / kobsH en %) knr(T) [s-1]  
33/Eu 901 629 320 (36) -48 ≈ 0 
34’/Eu 893 637 305 (34) -49 ≈ 0 
35/Eu 901 606 316 (35) -21 ≈ 0 
42/Eu 877 606 315 (36) -44 ≈ 0 
43/Eu 935 645 329 (35) -39 ≈ 0 
44/Eu 935 645 336 (36) -46 ≈ 0 
33/Tb 337 348 29 (9) -41 ≈ 0 
34’/Tb 342 351 28 (8) -36 ≈ 0 
35/Tb 344 365 32 (9) -53 ≈ 0  
42/Tb 342 339 31 (9) -27 ≈ 0 
43/Tb 322 338 32 (10) -48 ≈ 0 
44/Tb 330 342 32 (10) -44 ≈ 0 
Tableau 9 : Constantes de vitesse kobs, kOH et knr(T) déterminées dans le tampon Tris 50 mM à 298 K et 77 K 
La première remarque concerne la constante kOH : quasi négligeable (8-10 %) dans le cas 
des complexes de Tb(III), elle représente plus d’un tiers de la constante de vitesse de désac-
tivation observée dans les complexes d’Eu(III). Comme il a été vu plus haut, la position éner-
gétique du niveau émissif de l’ion Eu(III) (17300 cm
-1
) est très proche de celui des vibrateurs 
OH et permet un bon recouvrement, à l’inverse de l’ion Tb(III) : cette différence n’est pas 
surprenante. 
Les calculs de knr(T) donnent, quant à eux, systématiquement des valeurs proches de 0. 
Ce résultat est en accord avec les écarts énergétiques ∆E calculés précédemment entre les 
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états émissifs des ions Eu(III) et Tb(III) et les états triplet des ligands. En effet, nous avons vu 
que cette différence d’énergie était suffisamment élevée (> 3000 cm
-1
 et 1750 cm
-1
 respecti-
vement) par rapport aux états excités des ions Eu(III) et Tb(III) pour éviter tout phénomène 
thermiquement activé de transfert d’énergie en retour ligand-métal.  
Enfin, les valeurs de kr + kXH calculées d’une part pour les six complexes d’Eu(III) et 
d’autre part pour les six complexes de Tb(III), sont similaires et sont dans l’intervalle de 
celles rapportées dans la littérature
 
(400-700 s
-1
 pour des complexes Eu(III) et 250-500 s
-1
 
pour des complexes Tb(III)).
8,57,58,59
 
Une autre approche permet d’obtenir les constantes kr et knr à partir du spectre 
d’émission à haute résolution dans le cas des complexes d’Eu(III) seulement.
52
 En effet, la 
constante kr est directement reliée à l’intensité de la bande 
5
D0 → 
7
F1 rapportée à l’intensité 
totale des bandes d’émission 
5
D0 → 
7
FJ (J=0-4 ; intensité relative déjà calculée précédem-
ment) : 
 $  1 $  14,65. 01 234 ∑ 36 6 7   [III.11] 
où n est l’indice de réfraction du milieu d’étude, ici 1,33. Sachant que kobs
H
 = 1/τH
298K
, on peut 
aisément calculer la participation de l’ensemble des processus de désactivation non radiatif 
Σknr (avec Σknr = kOH + kXH + knr(T)) à partir de la relation [III.6]. Les résultats obtenus sont ras-
semblés dans le tableau suivant : 
Complexes 34 ∑ 36 6  τr [ms] kr [s-1] kobsH [s-1] Σknr [s-1] (Σknr /kobs %) 
33/Eu 0,164 4,6 217 901 684 (76) 
34’/Eu 0,104 2,9 345 893 548 (61) 
35/Eu 0,166 4,9 204 901 697 (77) 
42/Eu 0,161 4,6 216 877 661 (75) 
43/Eu 0,183 5,3 190 935 745 (80) 
44/Eu 0,171 4,9 203 935 732 (78) 
Tableau 10 : Calculs de τr,  kr et Σknr à partir du spectre d’émission des complexes d’Eu(III). Les valeurs de kobs
H
 
sont déterminées à partir de la mesure de τH
298K
. 
Bien que cette deuxième méthode conduise à des valeurs absolues différentes de celles 
déduites des mesures de τ à 298 K et 77 K, nous retrouvons pour l’ensemble des complexes 
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Eu(III) peu de différences notables : une constante de vitesse de désactivation non radiative 
représentant 75-80 % de la constante kobs est calculée pour 33/Eu, 35/Eu, 42-44/Eu ; seul 
34’/Eu se distingue des cinq autres complexes par une valeur de Σknr un peu plus faible,  re-
présentant 61 %  de la constante kobs. 
En conclusion de cette étude des durées de vie de luminescence, nous avons mis en évi-
dence à partir de l’état émissif des ions Ln(III) complexés par ces deux familles de ligands que 
les processus de désactivation non radiatifs s’effectuent principalement via les oscillateurs 
O-H pour les six complexes Eu(III) avec des constantes de vitesse comparables. Nous 
n’observons pas de différences notables entre les familles de ligands incorporant un chro-
mophore pyta-R ou un chromophore pytz-R. Les six complexes de Tb(III) présentent quant à 
eux des constantes de désactivations non radiatives très faibles, sans distinction non plus au 
niveau des familles de ligands, suggérant ainsi une meilleure efficacité de luminescence pour 
ces complexes. 
La mesure des rendements quantiques nous permettra d’en savoir davantage sur la lu-
minescence de ces complexes, en donnant accès à l’efficacité des différents processus impli-
qués dans le processus A.TE.E résumé dans le schéma ci-dessous : 
 
Figure 52 : Schéma simplifié illustrant les différents processus impliqués dans le processus A.TE.E. Efficacités 
ΦCIS, ΦET et ΦEu/ΦTb des processus de croisement intersystème, de transfert d’énergie et de luminescence de 
l’ion, respectivement. ΦLLn : rendement quantique du complexe. 
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IV.3.4. Rendements quantiques, processus A.TE.E et brillances 
Le rendement quantique caractérise l’efficacité du processus de luminescence des com-
plexes : représenté comme le rapport entre le nombre de photons réémis par le complexe 
sur le nombre de photons absorbés, il est compris entre 0 et 1 (ou 100 %). En pratique, les 
rendements quantiques sont obtenus de manière indirecte et relative, par comparaison avec 
des standard : le complexe de ruthénium(II), Ru(bipy)3Cl2, pour les complexes d’Eu(III) ; le 
sulfate de quinine pour les complexes de Tb(III). Les indices de réfraction n des milieux des 
deux échantillons (complexe LLn + standard Std), leur absorbance A à leur longueur d’onde 
d’excitation respective ainsi que la surface S de leur spectre d’émission permettent d’obtenir 
la valeur relative de Φ, comme le montre la relation suivante : 
 Φ88&  Φ9:  ;<=> <??@ @??@A;??@ <<=> @<=>A           [III.12]  
Ce rendement quantique « global » ΦLLn caractérise également le produit des différents 
processus impliqués dans le processus A.TE.E. A partir de sa valeur, il est possible d’estimer 
l’efficacité des trois processus intermédiaires, à savoir le processus de croisement intersys-
tème ΦBCD entre l’état singulet excité et l’état triplet au sein du ligand, le transfert d’énergie 
ligand-métal ΦEF et le processus d’émission de luminescence de l’ion lanthanide 
complexé ΦGH selon : 
Φ88&  ΦIJ9ΦKLΦ8&          [III.13] 
Selon Sabbatini et al.
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, et en utilisant les durées de vie d’émission mesurées précé-
demment, ΦLn peut être obtenu avec la relation suivante : 
Φ8&  
)*+,
--,M       [III.14] 
Cette relation implique qu’à 77 K dans le tampon Tris deutéré, le processus de désacti-
vation est purement radiatif. 
Ainsi, à partir des rendements quantiques globaux ΦLLn et intrinsèques ΦLn, il est enfin 
possible d’accéder au produit ΦCIS x ΦET. L’ensemble des résultats est rassemblé dans le ta-
bleau ci-après : 
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Complexes 
d’Eu(III) 
ΦLEu 
[%] 
ΦEu 
[%]  
ΦCIS x ΦET 
[%] 
33/Eu 19,4 69,8 27,8 
34’/Eu 20,1 71,3 28,2 
35/Eu 13,1 67,2 19,5 
42/Eu 17,1 69,1 24,8 
43/Eu 15,4 69,0 22,3 
44/Eu 15,4 69,0 22,3 
 
Complexes 
de Tb(III) 
ΦLTb 
[%] 
ΦTb 
[%]  
ΦCIS x ΦET 
[%] 
33/Tb 58,0 103 58,0 
34’/Tb 64,1 102 64,1 
35/Tb 59,4 106 59,4 
42/Tb 65,5 99 66,2 
43/Tb 60,6 105 60,6 
44/Tb 58,1 105 58,1 
 
Tableau 11 : Rendements quantiques globaux ΦLLn, d’émission intrinsèques du lanthanide ΦLn  et efficacité 
du produit ΦCIS x ΦET déterminés dans le tampon Tris 50 mM pH 7,4. 
Les rendements quantiques globaux ΦLLn, déterminés dans le tampon Tris 50 mM à pH 
7,4, sont particulièrement élevés dans le cas de tous nos complexes de Tb(III) avec des va-
leurs comprises entre 58 % et 65,5 % : ces valeurs font partie des plus élevées de la littéra-
ture.
60,61,62
 Les six complexes d’Eu(III) présentent des rendements quantiques globaux ΦLLn 
compris entre 13,1 % et 19,4 % ; ces valeurs plus faibles sont toutefois remarquables pour 
des complexes d’Eu(III) en solution aqueuse au regard des complexes polyaminocarboxylates 
décrits dans la littérature.
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 L’ensemble de ces valeurs est par ailleurs en très bonne adéqua-
tion avec la position des états triplet que nous avons déterminée avec les complexes de 
Gd(III) correspondants et le graphe proposé par Latva et al. (figure 48).
49
  
La luminescence des ions Ln(III), complexés par ces six structures nonacoordinantes, ne 
présente pas de sensibilité vis-à-vis de la température et se caractérise par d’excellentes 
efficacités de luminescence intrinsèque : ΦLn est de l’ordre de 70 % pour les complexes 
d’Eu(III) et autour de 100 % pour les complexe Tb(III). 
Le produit ΦCISΦET est compris entre 19,5 % et 28 % pour les six complexes d’Eu(III) et 
entre 58 % et 66,2 % pour les six complexes de Tb(III) : ΦCISΦET est trois fois plus élevé avec 
l’ion Tb(III) complexé. Si l’on considère que le rendement du croisement intersystème ΦCIS 
est indépendant de l’ion Ln(III) complexé, mais dépend uniquement du chromophore, la per-
formance ΦET des complexes de Tb(III) est cohérente avec la bonne adéquation de la posi-
tion des niveaux d’énergie impliqués (état triplet du chromophore, état émissif de l’ion 
Tb(III)). 
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Afin de comparer les performances des différents complexes entre eux, les brillances 
ε(λ)Φ ont été déterminées. La brillance reflète l’efficacité de luminescence générale du 
complexe en tenant compte de ses capacités d’absorption à une λ donnée et d’émission. 
L’ensemble des valeurs obtenues dans le tampon Tris (50 mM, pH 7,4) est rassemblé dans le 
tableau suivant : 
Complexes 33/Eu 34’/Eu 35/Eu 42/Eu 43/Eu 44/Eu 
ε(λex) ΦLEu [M-1cm-1] 1445 1638 956 1129 1124 1170 
 
Complexes 33/Tb 34’/Tb 35/Tb 42/Tb 43/Tb 44/Tb 
ε(λex) ΦLTb [M-1cm-1] 4872 4872 3892 3865 4878 4270 
Tableau 12 : Brillances des complexes d’Eu(III) et de Tb(III) déterminées à λex = λmax d’absorption dans le 
tampon Tris (50 mM, pH 7,4) à 298 K. Les valeurs grisées correspondent aux plus élevées des séries Eu ou Tb. 
Excités autour de 300 nm, les complexes de Tb(III) sont 3 à 4 fois plus brillants que leurs 
homologues Eu(III) en solution aqueuse à pH 7,4. Les structures DO3A-pyta-R avec R = CH3 
(33), CH2COOH (34’) ainsi que les structures DO3A-pytz-R avec R = CH3 (43), CH2COOH (44) 
sont celles qui conduisent aux complexes de Tb(III) les plus luminescents. Les structures 
DO3A-pyta-R avec R = CH3 (33), CH2COOH (34’) assurent de plus les meilleurs brillances des 
complexes d’Eu(III).  
IV.4. Stabilité des complexes d’Eu(III) et de Tb(III) en solution aqueuse à pH 7,4 
Des  cinétiques de complexation, ainsi que des cinétiques de stabilité des complexes d’Eu(III) 
et de Tb(III) en solution aqueuse à pH 7,4 dans le tampon Tris, ont été réalisées par spectros-
copie de luminescence. Ces dernières ont été effectuées d’une part sur une période de 36 
heures afin d’évaluer la stabilité des différents complexes dans un milieu aqueux à pH phy-
siologique, et d’autre part en présence d’un ligand compétiteur en excès, le DTPA, afin 
d’estimer une constante de stabilité conditionnelle Kcond à pH 7,4. Les complexes ont enfin 
fait l’objet d’une étude de leur résistance vis-vis du photoblanchiment. Pour cela, les com-
plexes en solution aqueuse à pH 7,4 ont été soumis à une irradiation constante par une 
lampe xénon-mercure et l’évolution de leur intensité de luminescence a été suivie sur plu-
sieurs centaines de minutes d’irradiation.  
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IV.4.1. Cinétiques de complexation et stabilité 
Les cinétiques de complexation des ions Ln(III) (Ln = Eu, Tb) ont été réalisées en tampon Tris 
(50 mM, pH 7,4) : le ligand en solution (10
-5
 M) a été mis en contact avec 1,1 équivalent de 
sel LnCl3.6H2O. L’évolution de l’intensité de la raie d’émission 
5
D0 → 
7
F2 pour l’Eu(III) et 
5
D4 
→ 
7
F5 pour le Tb(III) est suivie en fonction du temps, sur deux jours et demi. Les courbes ob-
tenues sont représentées en figure 53 : les complexes d’Eu(III) apparaissent en rouge, les 
complexes de Tb(III) sont en vert et les familles DO3A-pyta-R et DO3A-pytz-R sont représen-
tées séparément. On constate tout d’abord que, quelle que soit la famille de ligands, les ci-
nétiques de complexation d’Eu(III) et de Tb(III) sont similaires : les vitesses de complexation 
de l’Eu(III) par un ligand sont les mêmes que celles du Tb(III) par le même ligand.  
 
Figure 53 : Cinétiques de complexation des ions Eu(III) (en rouge) et Tb(III) (en vert) par les ligands des fa-
milles DO3A-pyta-R (33, 34’, 35) et DO3A-pytz-R (42, 43, 44) en tampon Tris 50 mM pH 7,4. 
Dans la famille DO3A-pyta-R, les ligands 33 et 35 (respectivement R = CH3 et R = H) ont 
une vitesse de complexation des ions Ln(III) assez lente, puisqu’il faut attendre environ mille 
minutes pour qu’elle soit complète, alors que le ligand 34’ ne nécessite que 400 minutes : le 
substituant R = CH2COOH de 34’ joue peut-être le rôle d’« ancre » permettant une com-
plexation plus rapide de l’ion Ln(III) par le chromophore bidente. 
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Du côté des ligands de type DO3A-pytz-R, c’est le ligand 42, non substitué, qui complexe 
les ions Eu(III) et Tb(III) le plus rapidement, suivi de 44 et 43, plus lents : 42 nécessite moins 
de 300 minutes pour complexer les ions Ln(III), là où plus de 500 minutes sont nécessaires à 
43 et 44.  
D’un point de vue des stabilités des complexes formés, on constate qu’il n’y a pas de 
diminution de l’intensité de luminescence une fois le plateau atteint : les composés sont 
donc stables en solution aqueuse à pH 7,4 sur au moins 36 heures à température ambiante. 
Des spectres et des mesures de durée de vie d’émission menés après plusieurs jours de stoc-
kage à +4°C n’ont pas non plus montré de modification, confirmant cette excellente stabilité. 
IV.4.2. Cinétiques de compétition vis-à-vis du DTPA 
Les ligands macrocycliques mettent généralement plus de temps que les ligands acycliques 
pour complexer les Ln(III), mais ils présentent souvent une stabilité thermodynamique et 
cinétique plus grande. Pour le vérifier, nos complexes de Ln(III) ont été mis en compétition 
dans le tampon Tris avec le DTPA (500 équivalents), ligand acyclique connu pour sa forte 
complexation des ions lanthanides (K(DTPA/Ln) = 2,45 1022 avec Ln =Eu, Tb). Les courbes 
résultantes de l’intensité de luminescence mesurée en fonction du temps sont représentées 
dans la figure 54. Elles ne sont volontairement pas normalisées, de manière à discerner ai-
sément les courbes des différents complexes. 
Les 12 complexes testés ne voient aucune baisse de leur intensité de luminescence en 
solution aqueuse au cours du temps sur une période de 1000 minutes et ce malgré la pré-
sence de 500 équivalents de DTPA. Les spectres d’émission, d’excitation de luminescence 
ainsi que les durées de vie d’émission mesurés en fin d’expérience restent inchangés, prou-
vant la bonne conservation de l’entité complexée de départ. 
Lorsqu’une diminution d’intensité est observée et qu’un équilibre est atteint, il est pos-
sible de calculer une constante de stabilité conditionnelle du complexe Kcond(LLn), en fonc-
tion du nombre d’équivalents de ligand compétiteur utilisé et du pH de la solution par une 
mesure des intensités de luminescence à t = 0 et t = équilibre.
63
 Cependant, dans le cas de 
nos 12 complexes, les diminutions d’intensité sont de l’ordre de 2 à 4 %, pas assez significa-
tives pour qu’une telle estimation soit réalisée. Pour ceux-ci, on considérera simplement que 
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cette constante de stabilité conditionnelle est au moins supérieure à celle du DTPA dans les 
mêmes conditions soit Kcond > Kcond(DTPA/Ln) = 1,515.10
18
 avec Ln = Eu ou Tb à pH 7,4.  
 
Figure 54 : Cinétiques de compétition des complexes d’Eu(III) (rouge) et de Tb(III) (vert) issus des ligands 
DO3A-pyta-R et DO3A-pytz-R vis-à-vis d’un excès de DTPA (500 équivalents, tampon Tris, 50 mM, pH 7,4, 
20°C). 
IV.4.3. Photoblanchiment 
La résistance au photoblanchiment est un avantage des sondes fluorescentes à base d’ions 
lanthanides vis-à-vis des sondes fluorescentes organiques. Pour l’estimer, une solution con-
centrée du complexe choisi (7,8 10
-5
 M, tampon Tris 50 mM, pH 7,4) a été irradiée continuel-
lement par une lampe au xénon-mercure, sans filtre, de manière à ce que l’ensemble du 
spectre lumineux irradie le composé. Puissante (150 Watt), cette lampe pousse la résistance 
du complexe à l’extrême, de telles conditions n’étant jamais utilisées en imagerie de fluores-
cence (micro- ou macroscopique). A titre de comparaison, des solutions de fluorophores 
organiques communs, tels que la fluorescéine FITC et la cyanine Cy5, ont subi le même trai-
tement. A intervalles de temps réguliers, des spectres d’émission et d’excitation, ainsi que 
des mesures de durée de vie ont été enregistrés, afin de vérifier l’intensité de fluorescence 
de la solution et l’intégrité de la molécule testée. Les courbes de l’évolution des intensités de 
fluorescence en fonction du temps d’irradiation d’un représentant de chaque famille de 
complexes (34’/Eu-Tb et 44/Eu-Tb avec comme substituant R = CH2COOH) ainsi que celles 
des fluorophores organiques sont représentées en figure 55. 
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Figure 55 : Luminescence de solutions de complexes et de fluorophores organiques en fonction du temps 
d’irradiation par une lampe au xénon-mercure – intensités données en pourcentage de l’intensité initiale – 
(tampon Tris, 50 mM, pH 7,4, 20°C). 
Les fluorophores organiques sont tous deux totalement photoblanchis après 45 minutes 
d’irradiation. Parmi les complexes testés, deux comportements se distinguent nettement : 
les complexes de la famille DO3A-pytz-R, 44/Eu-Tb, montrent une décroissance rapide et 
atteignent un plateau de luminescence vers 10 % après une heure d’irradiation. Les spectres 
d’émission et d’excitation de luminescence après une heure d’irradiation montrent une dé-
gradation du complexe : le spectre d’excitation est déplacé vers le bleu avec un λmax = 272 
nm, la durée de vie d’émission τH
298K
 est diminuée de 1,1 ms à 0,73 ms. Ces observations 
sont en accord avec une modification structurale du chromophore pytz ainsi qu’une modifi-
cation de la sphère de coordination de l’ion, qui ne semble plus nonacoordiné mais octa-
coordiné étant donné la valeur de 0,73 ms pour τH
298K
. La nouvelle longueur d’onde 
d’excitation à 272 nm observée est caractéristique d’un chromophore du type pyridine.
64
 
Lors de l’irradiation, il est possible que le chromophore bidente pyridine-tétrazole subisse 
une dégradation engendrant la rupture du cycle tétrazole avec perte de HOOC-CH2-N3 con-
duisant à un nouveau motif chromophore du type pyridine-CN monodente : 
 
Figure 56 : Dégradation supposée de 44/Ln (Ln = Eu, Tb) sous irradiation. 
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A l’inverse, plusieurs heures d’irradiation sont nécessaires pour affecter l’intensité de 
luminescence des complexes de la famille DO3A-pyta-R testés, 34’/Eu-Tb, sans pour autant 
modifier leurs durées de vie et leurs caractéristiques spectrales. Au-delà de quatre heures, le 
signal est toujours disponible (40 % pour 34’/Eu, 75 % pour 34’/Tb), montrant la plus grande 
résistance vis-vis du photoblanchiment de cette famille de composés. 
IV.5. Etude des propriétés de luminescence en fonction du pH des complexes 35/Ln 
et 42/Ln (Ln = Eu, Tb) 
Comme nous l’avons montré dans la section IV.1 lors de l’étude des propriétés d’absorption 
des complexes, les complexes d’Eu(III) et de Tb(III) issus des ligands DO3A-pyridine-triazole-
NH (35) et DO3A-pyridine-tétrazole-NH (42) présentent une fonction N-H plus ou moins ioni-
sée selon le pH du milieu d’étude, au niveau des noyaux triazole et tétrazole respectivement 
(figure 56). D’après la littérature, les motifs NH-triazole et NH-tétrazole non substitués (par 
un noyau pyridine) présentent des pKa respectivement de 9,3 et 4,3.
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 Les motifs pyridine-
tétrazole-NH des complexes 42/Ln (Ln = Eu, Tb), avec un pKa = 3-5, se comportent comme un 
équivalent d’acide carboxylique et sont complètement ionisés en solution aqueuse à pH 
physiologique (forme A
-
, figure 56). A partir de l’étude des propriétés d’absorption réalisée 
dans la section IV.1, nous avons estimé le pKa du motif pyridine-triazole-NH dans les com-
plexes 35/Ln (Ln = Eu, Tb) autour de 7,2 -7,6. Ainsi à pH physiologique, les complexes de ce 
type se présentent plutôt sous la forme d’un mélange de deux espèces protonée (AH) et 
ionisée (A
-
) (figure 57). Nous souhaitons maintenant évaluer l’influence des états de proto-
nation de ces deux types de complexes sur les propriétés de luminescence des ions Eu(III) ou 
Tb(III) complexés. 
 
Figure 57 : Equilibre de protonation des complexes 35/Ln et 42/Ln en fonction du pH. 
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Nous avons ainsi mesuré l’évolution des propriétés de luminescence (spectres 
d’excitation et d’émission de luminescence, durées de vie de luminescence) des complexes 
en solution aqueuse (à force ionique constante) en faisant varier le pH de la solution de 5 à 
9, dans le cas des complexes 35/Ln, et de 3 à 8,5 dans le cas des complexes 42/Ln (Ln = Eu, 
Tb), par des ajouts successifs de NaOH ou d’HCl. En parallèle, un suivi par spectroscopie 
d’absorption UV a également été réalisé afin de corriger les variations d’absorbance suivant 
le pH, dans la mesure des propriétés de luminescence. 
Dans le cas des complexes DO3A pyridine-tétrazole-NH 42/Ln (Ln = Eu, Tb), nous n’avons 
pas observé de variations en intensité ou en longueurs d’onde significatives aux niveaux des 
spectres d’excitation et d’émission de luminescence entre les pH 3 et 8,5. Les durées de vie 
sont également peu modifiées : τH(42/Eu) = 1,06-1,1 ms et τH(42/Tb) = 2,4-2,7 ms entre les 
pH 3 et 8,5. Nous observons ainsi qu’à pH acide, les propriétés de luminescence des com-
plexes plutôt sous formes protonée/ionisée AH/A
- sont équivalentes à celles des complexes 
majoritairement sous forme ionisée A
- à pH physiologique et sont donc peu modifiées entre 
les pH 3 et 8,5.  
Dans le cas des complexes DO3A pyridine-triazole-NH 35/Ln (Ln = Eu, Tb), les propriétés 
d’absorption sont en revanche largement modifiées suivant le pH : un déplacement batho-
chrome d’une quinzaine de nanomètres est observé entre les pH 5 et 9, mettant en évidence 
une augmentation importante de la densité électronique du noyau triazole, résultant de sa 
déprotonation. En ce qui concerne les propriétés de luminescence, celles-ci sont aussi lar-
gement modifiées mais avec une différence notable selon l’ion lanthanide Eu(III) ou Tb(III) 
complexé. 
Dans le cas du complexe 35/Tb, seul le spectre d’excitation de luminescence subit des 
variations : il évolue de la même manière que le spectre d’absorption, avec un déplacement 
bathochrome de 15 nm de pH 5 à 9. Le spectre d’émission de luminescence comme la durée 
de vie de luminescence restent en revanche inchangés dans la zone de pH 5 à 9 (figure 58). 
Ainsi, dans le cas de ce complexe, le chromophore, qu’il soit protoné ou non, semble photo-
sensibiliser l’ion Tb(III) avec la même efficacité. 
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Figure 58 : Spectres d’émission (haut) et d’excitation de luminescence (bas) du complexe 35/Tb entre les pH 
5 (—) et 9 (---) ([NaCl] = 0,1 M). 
Dans le cas du complexe 35/Eu, le spectre d’excitation ne subit pas les mêmes variations 
que le spectre d’absorption suivant l’augmentation du pH. Il n’y a pas de déplacement ba-
thochrome du spectre d’excitation en augmentant le pH de 5 à 9 mais une diminution dras-
tique de l’intensité de luminescence : maximale à pH 5, intermédiaire à pH 7,8, elle est 
presque nulle à pH 9. De même, de telles variations d’intensité sont observées sur le spectre 
d’émission de luminescence (figure 59). La durée de vie de luminescence reste quant à elle 
inchangée entre les pH 5 et 9. Le processus observé est par ailleurs réversible puisque une 
diminution du pH de 9 à 5 sur les mêmes solutions de complexe 35/Eu permet de rétablir les 
intensités de luminescence. Ces éléments vont tous dans le sens d’une déprotonation réver-
sible et progressive du chromophore, menant à une espèce ionisée (A
-
) ne permettant plus 
la photosensibilisation de l’ion Eu(III).  
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Figure 59 : Spectres d’émission (haut) et d’excitation de luminescence (bas) du complexe 35/Eu  
entre les pH 5 (—) et 9(- - -) ([NaCl] = 0,1 M). 
Pour expliquer l’extinction de luminescence à pH basique dans le cas de 35/Eu, deux hy-
pothèses ont été envisagées : 
- La position énergétique de l’état triplet du chromophore déprotoné à pH 9 n’est plus 
adaptée à la photosensibilisation de l’ion Eu(III). Une mesure du niveau d’énergie cor-
respondant à l’état triplet du complexe 35/Gd, à pH 9, a été réalisée : celui-ci n’est pas 
modifié, puisqu’il y a moins d’un pourcent d’écart avec le niveau d’énergie de l’état tri-
plet du même complexe à pH 5. Cette première hypothèse est donc écartée. 
- La deuxième hypothèse repose sur la présence d’un transfert d’électron photo-induit 
(PET) : un PET se traduit par une désactivation non radiative via des bandes LMCT (Li-
gand-to-Metal Charge Transfer), proches en énergie de l’état émissif de l’ion lantha-
nide.
66
 Ce phénomène intervient lorsqu’un chromophore excité riche en électrons réduit 
l’ion Ln(III) en Ln(II) si son potentiel redox le permet.
67
 Le faible potentiel standard du 
couple Eu
3+
/Eu
2+
 (E°= -0,35V) rend l’ion Eu(III) facilement réductible en Eu(II) comparé à 
l’ion Tb(III) (E°(Tb
3+
/Tb
2+
) = -3,47 V). Dans le cas de notre complexe Eu(III), à pH basique, 
nous pouvons supposer qu’un tel processus est possible : la déprotonation du chromo-
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phore pyridine-triazole-NH augmente localement sa densité électronique, lui permet-
tant à l’état excité de réduire l’ion Eu(III) complexé. Ce phénomène est déjà rencontré 
dans la littérature dans le cas, par exemple, d’un complexe d’Eu(III) incorporant le 
chromophore 4’-hydroxy-2,2’:6’,2’’-terpyridine.
68
 Le PET étant un phénomène thermi-
quement dépendant, qui suit une loi de type Arrhénius (proportionnelle à la tempéra-
ture selon ∆K OPL
⁄ ), en diminuant la température d’analyse la luminescence du com-
plexe devrait réapparaître.
69
 C’est effectivement ce qui se produit, lorsqu’une solution 
de complexe 35/Eu à pH 9 est analysée à 77 K : un spectre d’émission est désormais vi-
sible, avec une durée de vie de 1,21 ms. 
Le comportement des complexes 35/Eu et 35/Tb en fonction du pH est illustré dans la 
figure suivante :  
 
Figure 60 : Influence de la déprotonation du chromophore sur la luminescence des complexes 35/Eu et 
35/Tb ; extinction réversible de la luminescence de 35/Eu en présence d’un processus PET à pH basique. 
Cette étude a donc permis de mettre en évidence une propriété particulièrement in-
téressante du complexe 35/Eu. Avec un pKa proche du pH physiologique, ses propriétés de 
luminescence sont modulées suivant le pH : fortement luminescent à pH 5, celui-ci est par-
tiellement éteint à pH physiologique par un processus PET. Les propriétés de ce complexe 
permettent d’envisager son utilisation en tant que « sonde à pH » dans le domaine biomédi-
cal, dans le cadre par exemple de la détection de tissus cancéreux en périphérie dont le pH 
est généralement plus acide que les tissus sains. 
 
λex λex
PET PET 
Chapitre III 
249 
V. Essais préliminaires : synthèse d’un complexe hétérobimétallique d-f 
Dans l’optique de réaliser des sondes hétérobimétalliques pour une réponse bimodale à 
l’imagerie, et à partir de la structure de type DO3A-pyta-CH2COOMe 34 qui nous paraît la 
plus intéressante en terme de stabilité et de possible vectorisation, nous avons envisagé de 
préparer de nouvelles structures à base de métaux de transition (MT = Re, 
99m
Tc) et de lan-
thanides ou assimilés (M = Gd(III), 
68
Ga(III), 
111
In(III), 
64
Cu(II)) (figure 61). Pour y parvenir, 
deux voies d’accès sont possibles. Soit M est introduit sur la structure DO3A-pyta-
CH2COOMe 34 avant de complexer MT, permettant l’utilisation éventuelle de MT radioac-
tifs : c’est la voie que suivent Faulkner et coll. (voie 1).
70,71
 Soit MT est introduit sur la struc-
ture DO3AtBu-pyta-CH2COOMe 31/Na
+
 avant d’hydrolyser les esters de tert-butyle et de 
complexer M, pour une utilisation cette fois de M radioactifs (voie 2) : à notre connaissance, 
cette voie n’a pas encore été explorée. 
 
Figure 61 : Voies de synthèse envisagées pour la synthèse de complexes hétérobimétalliques. 
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D’un point de vue pratique, nous avons opté pour une association « froide » Re(I)/Gd(III) 
ce qui permettrait d’élaborer une sonde hétérobimétallique bimodale fluorescence/IRM. 
Comme évoqué en début de chapitre, même si nous savons que cette association n’est pas 
la plus pertinente à l’heure actuelle, elle nous a semblé dans un premier temps plus facile 
dans sa mise en œuvre. 
L’élaboration d’un complexe hétérobimétallique d-f Re(I)/Gd(III) a donc été envisagée 
selon les deux voies 1 et 2.  Selon la voie 1, la complexation de l’ion Ln(III) est en premier lieu 
effectuée à partir du ligand DO3A-pyta 34. Un déplacement du chromophore pyta lié à l’ion 
Ln(III) est ensuite possible par coordination avec l’ion métallique Re(I). La voie 2, qui im-
plique en premier lieu la coordination de l’ion métallique d par le chromophore pyta néces-
site l’utilisation du ligand protégé DO3AtBu-pyta 31/Na+ ; après une hydrolyse des esters de 
tert-butyle, la complexation de l’ion Ln(III) est réalisée, menant au complexe hétérobimétal-
lique d-f où l’ion Gd(III) est heptacoordonné et donc susceptible d’être actif pour l’IRM. La 
synthèse des complexes est également réalisée avec les ions lanthanide Eu(III) et Yb(III) afin 
de nous permettre d’obtenir des informations structurales d’une part en spectroscopie de 
luminescence (notamment par la mesure du nombre de molécules d’eau avec l’ion Eu(III)) et 
d’autre part en spectroscopie RMN 
1
H (complexe Re(I)/Yb(III)). 
V.1. Voie 1 : introduction du métal d (Re) à partir du complexe de Ln(III) (Eu) 
Nous avons souhaité dans un premier temps obtenir le complexe 34/Eu, structure dans la-
quelle l’ester de méthyle est toujours présent avant de complexer le Re(I). Les mêmes condi-
tions de complexation de Ln(III) précédentes (1,1 eq EuCl3.6H2O, H2O pH 4-5, 24 heures) ont 
ainsi été appliquées à partir de 34. Malgré ces conditions douces, la complexation a entraîné 
l’hydrolyse non souhaitée de l’ester de méthyle, nous menant à 34’/Eu au lieu du complexe 
attendu. D’autres conditions ont alors été utilisées, sans eau, en s’inspirant notamment du 
mode opératoire mis au point par Faulkner :
71
 la complexation d’Eu(III) en solution méthano-
lique en présence de triéthylamine a malheureusement également mené à 34’/Eu (figure 
62). 
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Figure 62 : Essais de complexation d’Eu(III) sur le ligand 34 et obtention du produit 34’/Eu non désiré. 
C’est donc avec le complexe d’Eu(III) hydrolysé 34’/Eu que nous avons travaillé. Le pre-
mier essai de complexation de Re(I) que nous avons réalisé suit les conditions utilisées pré-
cédemment (chapitre II), avec un équivalent du précurseur commercial [Re(CO)5Cl], en 
chauffant à reflux dans le méthanol pendant 48 heures. Une analyse en spectrométrie de 
masse ESI
-
 révèle que le produit souhaité 34’/Eu/Re s’est formé (figure 63).  
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Figure 63 : Structure du complexe 34’/Eu/Re et profil isotopique expérimental (encadré : théorique) obtenu 
en ESI
-
 correspondant à [M-H]
-
. 
Cependant, l’analyse chromatographique UPLC (figure 64a) montre qu’il reste près de la 
moitié du complexe 34’/Eu de départ. En changeant de solvant pour un mélange to-
luène/éthanol (10:1) à reflux proposé par Faulkner et coll.,
70
 avec 1,1 équivalent de précur-
seur de Re(I) pendant 24 à 64 heures, l’équilibre est légèrement déplacé puisque le produit 
est présent à 41 %, mais de manière encore insuffisante puisqu’il reste encore 25 % de pro-
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duit de départ 34’/Eu, visible par UPLC. De plus, dans ces conditions, un second produit rhé-
nié minoritaire apparaît, à hauteur de 25 % également (figure 64b).  
Conditions Chromatogrammes UPLC (% aire totale) 
(a) 1 eq 
MeOH, reflux 
48 h 
 
(b) 1,1 eq 
Toluène/éthanol (10:1), 
reflux 
24-64 h 
 
(c) 5 eq 
Toluène/éthanol (10:1), 
reflux 
24 h 
 
Figure 64 : Conditions utilisées et chromatogrammes UPLC obtenus lors des essais de complexation de Re(I) 
avec 34’/Eu. (Conditions UPLC-DAD : colonne Acquity UPLC BEH HILIC (1,7 µm, 2,1x50 mm), avec HCOONH4 
10 mM pH 4/acétonitrile de 10:90 à 30:70 en cinq minutes (débit : 0,4 mL/min; détection à 280 nm)). 
En augmentant le nombre d’équivalents de précurseur rhénié Re(CO)5Cl à cinq, 34’/Eu 
est enfin entièrement consommé, mais les deux produits rhéniés différents sont désormais 
présents en proportions similaires (43 % / 49 % ; figure 64c). Des analyses UPLC-MS (ESI
+
) 
permettent de les identifier : il s’agit du produit souhaité 34’/Eu/Re (à 49 %, tR = 0,99 min) et 
d’un produit dirhénié 34’/Eu/Re2 (à 43 % ; tR = 0,67 min) (figure 65). L’hypothèse la plus pro-
bable expliquant la formation du complexe 34’/Eu/Re2 est que l’azote libre sp
2
 du triazole, 
associé à la fonction acide carboxylique du substituant R = CH2COOH, coordine de manière 
satisfaisante le second Re(I) au sein de la structure déjà bimétallique. 
34’/Eu 
46,08 %17,42 %
22,46 %
24,95 %34’/Eu/Re
41,20 %
24,45 %
5,74 %
49,03 %
34’/Eu/Re2 
43,23 %
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Figure 65 : Réactions de complexation de Re(I) sur 34’/Eu, structures des complexes formés et profils isoto-
piques expérimentaux (encadré : théoriques) obtenus en spectrométrie de masse ESI
+
 du complexe 
34’/Eu/Re souhaité (a, [M-Cl]
+
) et du composé dirhénié 34’/Eu/Re2 (b, [M-2Cl]
+
). 
Ces premiers essais montrent la faisabilité de la voie 1. Les conditions sont encore à op-
timiser avant d’envisager la complexation d’un radioisotope comme le 
99m
Tc(I) à la place du 
Re(I) : si le mélange toluène/éthanol à reflux avec un grand excès de précurseur de rhénium 
permet de déplacer complètement l’équilibre vers le complexe rhénié souhaité, l’hydrolyse 
de l’ester de méthyle CH2COOMe lors de la complexation de l’ion Ln(III) induit la formation 
d’un produit dirhénié non souhaité. Il sera peut-être nécessaire d’envisager la synthèse d’un 
ligand DO3A-pyta-R présentant une fonction vectorisable plus résistante aux conditions de 
complexation d’ions Ln(III) telle qu’un groupement ester d’éthyle (R = CH2COOEt).
72
 
V.2. Voie 2 : introduction de l’ion Ln(III) (Eu) à partir du complexe de métal d (Re(I)) 
La première étape de complexation de l’ion Re(I) est effectuée avec le ligand protégé 
DO3AtBu-pyta-CH2COOMe 31, obtenu sous sa forme sodée 31/Na
+
. Les conditions utilisées 
sont habituelles : 1,2 équivalent de [Re(CO)5Cl] dans le méthanol à reflux pendant 48 heures. 
Une analyse par UPLC-DAD sur phase inverse C18 (formiate d’ammonium 10 mM pH 
4/CH3CN) a indiqué la formation de deux produits rhéniés en proportions 60:40 (figure 66) : 
(a) (b)
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les spectres UV des deux pics chromatographiques présentent en effet un épaulement carac-
téristique d’une bande MLCT. 
 
Figure 66 : Chromatogramme UPLC-C18 du brut réactionnel correspondant à la complexation de l’ion Re(I) 
avec 31/Na
+
. (Conditions UPLC-DAD : colonne Acquity BEH C18, 1,7 µm, 2,1x100 mm, avec HCOONH4 10 mM 
pH 4/acétonitrile de 60:40 à 10:90 en dix minutes (débit : 0,4 mL/min; détection UV à 280 nm)). Encarts : 
spectres UV correspondants aux pics chromatographiques tR = 4,67 min (a) et tR = 5,20 min (b). 
Une analyse UPLC couplée à la spectrométrie de masse ESI
+
-Q donne les profils isoto-
piques de ces deux produits (figure 67) : le premier majoritaire correspond au produit rhénié 
à ligand ancillaire chloré attendu ([M+H]
+
 à m/z = 1049,4 uma (45 %) / 1051,4 uma (100 %)). 
Le deuxième signal correspond, de manière surprenante, à l’équivalent bromé de ce com-
plexe de Re(I) ([M+H]
+
 à m/z = 1093,3 uma (37 %) / 1095,3 uma (100 %)) : nous supposons 
que cet échange d’ions halogénures ancillaires provient de la présence du contre-ion Br
-
 de 
31/Na+, ce bromure provenant lui-même du DO3AtBu bromohydraté 29 initial. 
 
Figure 67 : Profils isotopiques [M+H]
+
 expérimentaux (encart : théoriques) obtenus en spectrométrie de 
masse ESI
+
 des deux pics chromatographiques UPLC : tR = 4,66 min (a) et tR = 5,20 min (b). Structures des 
complexes 31/Re-Cl et 31/Re-Br correspondantes. 
L’attribution du signal m/z = 1095,3 uma a été possible grâce à deux expériences de 
spectrométrie de masse en tandem, fragmentant les massifs à 1051,4 et 1095,3 uma. Toutes 
deux amènent à un fragment commun, de m/z 847,2 uma, à profil rhénié uniquement, cor-
respondant à la perte de trois tert-butyle et de l’halogénure ancillaire (Cl ou Br ; figure 68). 
(a) (b)
(a) 31/Re-Cl tR = 4,67 min (b) 31/Re-Br tR = 5,20 min
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Figure 68 : Parties pertinentes des spectres MS/MS  correspondants à la fragmentation des massifs à (a) 
1051,4 et (b) 1095,3 uma, menant à l’ion fragment commun à m/z = 847,2 uma [M-3tBu-X+3H]
+
 (X = Cl ou Br). 
Encart : profil isotopique théorique de l’ion fragment. 
Le spectre RMN 
1
H de ce brut réactionnel (figure 69) confirme la présence de ces deux 
complexes de Re(I) chloré et bromé, dans les mêmes proportions que celles trouvées en ana-
lyse UPLC, notamment dans la partie aromatique du spectre : chaque signal du motif pyri-
dine-triazole est dédoublé, confirmant la présence de deux composés de structures simi-
laires. 
Nous avons tenté une purification par HPLC préparative sur colonne C18 (formiate 
d’ammonium 50 mM pH 4/CH3CN), mais après évaporation des fractions, le produit majori-
tairement obtenu analysé en spectrométrie de masse ne correspond ni au complexe 
« 31/Re-Cl », ni au complexe « 31/Re-Br », mais à un seul complexe « 31/Re-OOCH », où 
l’ion formiate tamponnant l’éluant a déplacé les halogénures, comme confirmé par spec-
trométrie de masse (figure 70). Cette déconvenue confirme qu’il n’y a pas d’autres produits 
en dehors des complexes chloré et bromé, mais elle demande aussi une optimisation des 
conditions de synthèse du complexe 31/Re souhaité. 
 
(a)
(b)
[M-3tBu-Cl+3H]+
[M-3tBu-Br+3H]+
Chapitre III 
256 
 
Figure 69 : Spectre RMN 
1
H (CDCl3, 300 MHz) du mélange 31/Re-Cl et 31/Re-Br. 
 
Figure 70 : Etape de synthèse correspondant à l’introduction de l’ion Re(I) à partir du ligand protégé 
DO3AtBu-pyta 31/Na
+
 et obtention de trois types de complexes 31/Re-Cl, 31/Re-Br, 31/Re-OOCH. 
CH triazole CH pyridine
Système AB
Bras CH2COOMe
N-CH2-pyta
COOCH3
N-CH2 (DO3A)
tBu
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Nous avons poursuivi la voie 2 avec le mélange de complexes 31/Re-Cl et 31/Re-Br sans 
davantage de purification (figure 71). La déprotection des trois fonctions acides carboxy-
liques a été réalisée dans un mélange 1:3 TFA/dichlorométhane. Les premières analyses par 
spectrométrie de RMN 
1
H et spectrométrie de masse (ESI
+
) ont confirmé l’hydrolyse atten-
due des trois esters de tert-butyle. Les premiers essais de complexation d’ions Ln(III) ont 
ainsi pu être réalisés en solution aqueuse avec les ions Eu(III), Gd(III) et Yb(III). Des analyses 
par spectrométrie de masse sont actuellement en cours afin de valider l’obtention des com-
plexes attendus soit sous la forme 34/Re/Ln, soit sous la forme 34’/Re/Ln (figure 71). 
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Figure 71 : Réactions d’hydrolyse et de complexation de Ln(III) menant aux complexes hétérobimétalliques 
souhaités 
Comme nous l’avions évoqué précédemment, le complexe hétérobimétallique 
Re(I)/Yb(III) nous permettra de réaliser une étude structurale par RMN 
1
H comparée au 
complexe monométallique Yb(III) correspondant. Les analyses par spectroscopie de lumines-
cence seront réalisées avec l’entité hétérobimétallique Re(I)/Eu(III) et apporteront notam-
ment une réponse quant à la sphère de coordination de l’ion Ln(III) : y aura-t-il présence de 
deux molécules d’eau comme attendu ? Enfin, sur le complexe hétérobimétallique 
Re(I)/Gd(III), des mesures de luminescence et de relaxivité r1 devront être effectuées afin de 
valider les possibilités d’application d’une telle entité en tant que sonde bimodale fluores-
cence/ IRM. 
VI. Conclusion et perspectives 
Au cours de ce chapitre, nous avons développé les étapes de synthèse menant à deux fa-
milles de ligands macrocycliques à chromophores issus de la chimie Click (chromophores 
« Click ») : la famille des ligands de type DO3A-pyta-R et celle des ligands DO3A-pytz-R (avec 
R = H, CH3, CH2COOH/CH2COOCH3). Dans chaque cas, l’étape-clé de cycloaddition menant à 
la formation de l’hétérocycle polyazoté a été conçue de manière à limiter le nombre 
d’étapes et à éviter toute complexation métallique non désirée au sein de l’unité DO3AtBu. 
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Ainsi, pour la famille pyta, a-t-il fallu d’abord synthétiser les chromophores à l’aide de la 
CuAAC avant de les greffer au macrocycle DO3AtBu, alors que les chromophores bidentes de 
type pytz ont été directement construits sur un macrocycle DO3AtBu substitué par une pyri-
dine-nitrile. Si la CuAAC est strictement une réaction de chimie Click, nous avons dû nous 
éloigner partiellement de cette philosophie idéale pour l’obtention des motifs pytz, en utili-
sant un solvant organique (toluène) à reflux. Les ligands de type DO3A-pyta-R ont ainsi été 
obtenus en neuf étapes, avec des rendements globaux de 12-21 % ; la famille DO3A-pytz-R a 
été obtenue en cinq à six étapes (six pour R = CH3, CH2COOH) avec des rendements globaux 
de 3-5% non optimisés. 
A partir de ces six ligands, 24 complexes de Ln(III) (Ln = Eu, Tb, Yb, Gd) ont été synthéti-
sés et caractérisés notamment par UPLC et spectrométrie de masse : les complexes d’Yb(III) 
ont pu être analysés en RMN 
1
H, révélant une conformation SAP compacte, largement majo-
ritaire ; les complexes de Gd(III) ont permis une estimation des niveaux énergétiques relatifs 
aux états singulet et triplet impliqués dans l’effet d’antenne. L’étude, enfin, des propriétés 
de luminescence des complexes Eu(III) et Tb(III) a été réalisée et a révélé des rendements 
quantiques en milieu aqueux à pH 7,4 de 13 à 20 % pour les complexes d’Eu(III), et de 58 à 
66 % pour les complexes de Tb(III), parmi les plus élevés en référence aux données de la lit-
térature actuellement disponibles. Ces chromophores « Click » ont ainsi démontré leur très 
bonne capacité de sensibilisation des ions Eu(III) et Tb(III) du fait d’un transfert d’énergie 
chromophore - métal particulièrement optimal. Les durées de vie d’émission de lumines-
cence respectives, pour les complexes Eu(III) et Tb(III), autour d’une et de trois millisecondes 
sont caractéristiques d’ions nonacoordinés, sans molécule d’eau directement lié à l’ion 
Ln(III) ; les fonctions complexantes des deux familles de ligands DO3A-pyta-R et DO3A-pytz-
R assurent ainsi la saturation complète de la sphère d’hydratation de l’ion Ln(III). Ces valeurs 
élevées de durées de vie d’émission de luminescence les rendent compatibles avec 
l’utilisation de la technique de fluorescence en temps résolu. Tous les complexes d’Eu(III) et 
de Tb(III) sont stables en solution aqueuse à pH 7,4 sur plusieurs jours, ainsi que vis-à-vis de 
500 équivalents d’un ligand compétiteur fort, le DTPA. La résistance au photoblanchiment 
des complexes d’Eu(III) et Tb(III) issus de la famille DO3A-pyta-R est meilleure que celle de 
ceux issus des dérivés pytz, toutes deux étant toutefois largement supérieures à celle des 
fluorophores commerciaux purement organiques. 
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La photomodulation réversible de la luminescence du complexe Eu-DO3A-pyta-H 35/Eu 
en fonction du pH (pH 5-9) a attiré notre attention : éteint à pH basique (pH ~ 9), il se « ral-
lume » complètement lorsque le pH revient à 5, avec un pKa estimé expérimentalement au-
tour de 7,2-7,6. Ce phénomène réversible est attribué à la possibilité d’un transfert de 
charge entre le chromophore pyta-H et le métal par transfert d’électron photo-induit (PET) : 
Eu(III) est réduit localement en Eu(II) par le chromophore pyta
-
 déprotonné conduisant à 
l’extinction de luminescence du complexe 35/Eu, ce phénomène de PET étant absent dans le 
cas du complexe 35/Tb. Ces caractéristiques de photomodulation en fonction du pH avec un 
pKa proche du pH physiologique sont donc particulièrement intéressantes pour une utilisa-
tion de 35/Eu en tant que sonde à pH in vitro ou ex vivo : une telle sonde pourrait en effet 
répondre à la détection de tissus cancéreux, connus pour avoir un pH plus acide à leur péri-
phérie. 
Dans un dernier temps, nous avons réalisé les premiers essais relatifs à la synthèse de 
complexes hétérobimétalliques d-f à partir du ligand DO3A-pyta-CH2COOMe 34 en vue de 
l’obtention de sondes bimodales. Deux voies d’accès ont été envisagées selon l’ordre 
d’introduction des deux types d’ions lanthanide ou métal de transition. Ces travaux prélimi-
naires, réalisés avec les associations d’ions Ln(III)/Re(I) avec Ln = Eu, Gd, Yb, ont démontré la 
faisabilité de telles sondes d’un point de vue synthétique. Il est encore nécessaire 
d’approfondir et d’optimiser ces synthèses, avant d’évaluer les propriétés structurales, pho-
tophysiques et relaxométriques des complexes hétérobimétalliques obtenus (34/Re/Yb, 
34/Re/Eu et 34/Re/Gd respectivement). La stabilité de tels complexes sera également à 
l’étude, deux molécules d’eau étant vraisemblablement liées à l’ion Ln(III) dans le macro-
cycle DO3A, une fois le chromophore bidente déplacé par l’ion Re(I). La liaison à un vecteur 
biologique à partir de la fonction -CH2COOH devrait aussi être étudiée, la bioconjugaison 
étant un atout pour la spécificité des sondes formées. Si de telles structures hétérobimétal-
liques bioconjuguées sont validées, différentes combinaisons métalliques de métaux de 
transition, d’ions lanthanides ou assimilés, permettraient de répondre à d’autres bimodali-
tés, comme fluorescence/TEMP (Re(I)/111In(III)), fluorescence/TEP (Re(I)/68Ga(III) ou 
Re(I)/
64
Cu(II)), ou encore TEMP/IRM (99mTc(I)/Gd(III)), ouvrant le champ à une application 
large de l’imagerie médicale. 
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VII. Partie expérimentale 
VII.1. Materials and equipment 
The main equipment is described above, in chapter II. The few variations are described 
below. 
Acetic anhydride was distilled on P2O5 to get rid of acetic acid.  
Melting points Tm were measured on Mettler Toledo MP50 with Marienfeld capillary 
tubes. For few products, degradation points Td were measurable. 
The Ln(III) complexes were fully characterized by MS (ESI-ToF) and UPLC, on a Waters 
system using an Acquity UPLC BEH HILIC column (1.7 µm, 2.1x50 mm), with ammonium 
formiate buffer HCOONH4 at 10 mM, adjusted with formic acid to pH=4, and acetonitrile 
from 10:90 to 30:70 in five minutes (flow: 0.4 mL/min; detection at 280 nm). The Re(I) 
complexation reactions were followed by UPLC-MS, on a Waters system using an Acquity 
UPLC BEH C18 column (1.7 µm, 2.1x100 mm, flow: 0.4 mL/min; detection at 280 nm), with 
HCOONH4 at 10 mM and acetonitrile, from 60:40 to 10:90 in ten minutes, and coupling a 
MS-ESI-ToF chain. The corresponding preparative HPLC used the same conditions with 
HCOONH4 at 50 mM. 
All the Yb(III) complexes were characterized by 
1
H NMR on a Bruker 500 MHz spectrom-
eter, with a 5 mm-TBI probe, under the following conditions. The relaxation time-pulsion-
acquisition experiments were performed in D2O (pD 5 or pD 7 as mentioned under the cor-
responding spectra) with a presaturation of the residual solvent signal during the relaxation 
time (D1 = 0.2 s, P1 = 10.2 µs, AQ = 0.26 s, O1P = 4.7 ppm). 1024 scans were collected (TD = 
128 K, spectral width: 500 ppm): each analysis lasted 8 minutes. The mathematical treat-
ment was performed with TOPSPIN 2.1 software: an exponential function with LB = 3.00 Hz 
and a zero filling level (S1 = 2TD) was first applied, before a Fournier Transform. The spectra 
were phased and the baselines were manually corrected. The peak picking and integrations 
were performed on main signals. 
The luminescence (fluorescence + phosphorescence) measurements were carried out at 
pH 7.4 in Tris buffer (50 mM) at room temperature on a Cary Eclipse spectrofluorimeter, 
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with a Xenon flash lamp source and a Hamamatsu R928 photomultiplier tube, and at 77K on 
a Perkin-Elmer LS50B with accessory L225 0136 and liquid nitrogen. Depending on the want-
ed data, the Tris buffer was prepared in H2O or D2O. Spectra were corrected for both the 
excitation light source variation and the emission spectral response. The relative fluores-
cence quantum yields for the complexes were determined by the method described by Haas 
and Stein
73
, using as standard [Ru(bipy)3]
2+
 in aerated water (Φ = 4.0%)
74
 for the europium 
complexes and quinine sulfate (Φ = 54.6%) for the terbium complexes. The hydration num-
ber was calculated according Parker equations
55
: n(H2O) = 1,2 x (1/ τH – 1/ τD - 0,25) for 
Eu(III) complexes and n(H2O) = 5 x (1/ τH – 1/ τD - 0,06) for Tb(III) complexes. The energetic 
position of the 1
st
 excited singlet state in the corresponding Gd complexes was measured in 
Tris buffer at 298K, whereas the energetic position of the 1
st
 excited triplet state was esti-
mated in MeOH/EtOH 4:1 at 77K.  
VII.2. Synthesis of compounds DO3A-pyta-R and DO3A-pytz-R 
2-bromo-6-pyridinecarboxylic acid 17 
In a 100 mL-round-bottomed flask in an ice bath, 2-bromopicoline 
(1.46 mL, 1.16 10
-2
 mol) was slowly solubilized in sulfuric acid (97%, 14 
mL, 2.52 10
-1
 mol, 22 eq). Chromic acid (4.08 g, 4.08 10
-2
 mol, 3.5 eq) 
was added dropwise at 0°C (the temperature was kept under 75°C at any time). The mixture 
was then stirred overnight at room temperature. The reaction was stopped by pouring the 
solution over ice. The white solid (m = 1.75 g) was filtered on sintered glass, washed with 
water and dried under vacuum. No more purification was needed. 
Yield: 75%. 
1H NMR (DMSO-d6, 300 MHz): δ (ppm) = 7.87 (dd, 1H, HPyr, 3J=7.8 Hz, 4J=0.8 
Hz); 7.93 (t, 1H, HPyr, 
3
J=7.8 Hz); 8.05 (dd, 1H, HPyr, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.9 Hz). 
Ethyl 2-bromo-6-pyridinecarboxylate 18 
In a 100 mL-round bottomed flask, 17 (1.75 g, 8.66 10-3 mol) was 
dissolved in absolute ethanol (60 mL). Sulfuric acid (97%, 3.6 mL, 6.50 
10
-2
 mol, 7.5 eq) was slowly added at room temperature and the mix-
ture was refluxed overnight. A saturated aqueous solution of NaHCO3 (100 mL) was added to 
stop the reaction. Ethanol was evaporated and the aqueous phase was extracted three times 
N BrHOOC
N BrEtOOC
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with dichloromethane. The organic extract was dried on MgSO4 and evaporated to give 
1.905 g of a white powder without further purification. 
Yield: 95%. 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 1.40 (t, 3H, CH3, 3J=7.2 Hz); 4.44 (q, 2H, 
CH2, 
3
J=7.0 Hz); 7.66 (m, 2H, Hpyr); 8.05 (dd, 1H, Hpyr, 
3
J=6.9 Hz, 
4
J=1.8 Hz). 
2-bromo-6-hydroxymethylpyridine 19 
In a 100 mL-round bottomed flask, 18 (1.91 g, 8.26 10-3 mol) was 
dissolved in absolute ethanol (30 mL). NaBH4 (2.91 g, 7.68 10
-2
 mol, 9 eq) 
was slowly added. The mixture was stirred for 2 h before being neutral-
ized with HCl 2N (100 mL). Ethanol was evaporated and the aqueous 
phase was extracted three times with dichloromethane. The organic extract was dried on 
MgSO4 and evaporated. The crude product was then purified on silica gel column chroma-
tography (petroleum ether/ ethyl acetate 5:1 to 5:2). 1.24 g of a white powder was obtained. 
Yield: 80%. Rf (Silica, petroleum ether/ethyl acetate 5:2) = 0.2; 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz): 
δ (ppm) = 4.74 (s, 2H, CH2OH); 7.28 (dd, 1H, Hpyr, 3J=7.8 Hz, 4J=0.7 Hz); 7.38 (dd, 1H, Hpyr, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.7 Hz); 7.55 (t, 1H, Hpyr, 
3
J=7.8 Hz). 
(6-ethynylpyridin-2-yl)methanol 20 
Step one 
In a 100 mL-round bottomed flask, 19 (1.24 g, 6.60 10-3 
mol) was solubilized in triethylamine (43 mL, 5.85 10
-1
 mol, 89 
eq). Tetrakis(triphenylphosphine) palladium(II) Pd(PPh3)4 (305 
mg, 2.64 10
-4
 mol, 0.04 eq) and copper iodide CuI (50 mg, 2.64 
10
-4
 mol, 0.04 eq) were added. The whole mixture was degazed three times. 
Trimethylsilylacetylene (2.81 mL, 1.98 10
-2
 mol, 3 eq) was added dropwise. The solution was 
stirred 1 h at 50°C and then 1 h at room temperature. Et3N was evaporated under vacuum 
and the dark brown residue was dissolved in diethyl ether, washed twice with a saturated 
aqueous solution of NH4Cl. The aqueous layer was extracted twice with diethyl ether. The 
organic layers were assembled, dried over Na2SO4 and evaporated. No further purification 
N Br
OH
N
HO
Si
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was performed: the reaction was supposed quantitative, as mentioned in the publication. 
TLC monitored on silica (petroleum ether/ethyl acetate 6:4) showed no reactive anymore. 
Yield: quantitative. Rf (Silica, petroleum ether/ethyl acetate 6:4) = 0.45; 
1H NMR (CDCl3, 
300 MHz): δ (ppm) = 0.23 (s, 9H, CH3); 4.71 (s, 2H, CH2OH); 7.23-7.63 (m, 3H, Hpyr). 
Step two 
The whole crude product (step one, 6.60 10
-3
 mol) was dis-
solved in distilled THF (16 mL) before being placed on an ice bath. 
Tetrabutylammonium fluoride TBAF (1M in THF, 10 mL, 1 10
-2
 mol, 
1.5 eq) was slowly added for 10 min. After 30 min stirring at 0°C, the mixture was heated up 
to room temperature and diethyl ether was poured. The organic phase was washed twice 
with a saturated aqueous solution of NH4Cl, dried over Na2SO4 and evaporated. The pale 
yellow residue was purified on silica gel column chromatography (solid deposit; petroleum 
ether/ ethyl acetate 6:4), giving 650 mg of a white powder. 
Yield: 74%. Rf (Silica, petroleum ether/ethyl acetate 6:4) = 0.20; 
1H NMR (CDCl3, 300 
MHz): δ (ppm) = 3.18 (s, 1H, ΞCH); 3.52 (bs, 1H, OH); 4.76 (s, 2H, CH2OH); 7.28 (d, 1H, Hpyr-5, 
3
J=7.5 Hz); 7.40 (d, 1H, Hpyr-3, 
3
J=7.5 Hz); 7.67 (t, 1H, Hpyr-4, 
3
J=7.5 Hz). 
(6-(1-Methyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)pyridin-2-yl)methanol 21 
In a 10 mL-sealed glass tube for microwave experiment, 20 
(200 mg, 1.50 10
-3
 mol), iodomethane CH3I (213 mg, 1.50 10
-3
 
mol, 1 eq), sodium azide (98 mg, 1.50 10
-3
 mol, 1 eq) and cop-
per iodide (143 mg, 7.5 10
-4
 mol, 0.5 eq) were suspended in 
distilled water (2 mL) and tert-butanol (2 mL). The mixture was 
heated 10 min at 100°C and 100 W, giving a yellow solution and a green precipitate. The pre-
cipitate was filtered, washed with water and solubilized in dichloromethane, before being 
washed with a solution of EDTA at 100 g/L during one day. The phases were separated: the 
organic phase was dried on MgSO4 and evaporated, giving 143 mg of a pale green powder. 
Yield: 50 %. Rf (Silica, petroleum ether/ethyl acetate 6:4) = 0.13; 
1H NMR (CDCl3, 300 
MHz,): δ (ppm) = 4.11 (s, 3H, CH3); 4.73 (s, 2H, CH2OH); 7.16 (d, 1H, Hpyr-3, 3J=7.8 Hz); 7.71 (t, 
N
HO
5
4
3
N
HO N
N
N
3
4
5
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1H, Hpyr-4, 
3
J=7.8 Hz); 7.99 (d, 1H, Hpyr-5, 
3
J=7.8 Hz); 8.09 (s, 1H, Hta); 
13C NMR (CDCl3, 75.5 
MHz): δ (ppm) = 36.7 (CH3); 63.9 (CH2OH); 118.6 (CHpyr-5); 119.5 (CHpyr-3); 123.1 (CHta); 137.5 
(CHpyr-4); 148.1 (Cta); 148.9 (Cpyr-6); 158.9 (Cpyr-2); MS (CI-NH3): m/z (%) = 191.0 (100) [M+H]
+
. 
Methyl azidoacetate 22 
This compound was prepared according a protocol described earlier and 
usually used in the lab.
75
 Methyl bromoacetate (0.15 mol) and sodium 
azide NaN3 (0.165 mol, 1.1 eq) were stirred in DMF (40 mL) overnight at room temperature. 
Distilled water (40 mL) was then added. The solution was extracted with diethyl ether (3 x 40 
mL): the organic phases were combined, washed with distilled water (6 x 30 mL), dried on 
MgSO4 and evaporated, giving a pale yellow oil (10.8 g). 
Yield : 63%. 1H NMR (CDCl3): δ = 3.82 (s, 3H, CH3); 3.91 (s, 2H, CH2); IR (NaCl): νN3 = 
2109 cm
-1
. 
Azidomethyl pivalate 24 
In a 25 mL-round bottomed flask chloromethyl pivalate (2 g, 1.32 10
-2
 
mol) and sodium azide (0.94 g, 1.45 10
-2
 mol, 1.1 eq) were suspended in 
2.5 mL distilled water. The mixture was vigorously stirred at 90°C overnight, then diluted 
with water (3 mL) and dichloromethane (10 mL). The aqueous phase was extracted three 
times. Organic phases were combined, dried over MgSO4 and evaporated to give 1.08 g of a 
colorless oil. 
Yield: 47 %. 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 1.24 (s, 9H, CH3); 5.13 (s, 2H, CH2); 13C 
NMR (CDCl3, 75.5 MHz): δ (ppm) = 26.9 (CH3); 38.9 (CH2N3); 74.3 (Ct-Bu); 178.0 (C=O). 
Click reaction for 23 and 25 resp. 
The same protocol was used for both molecules. In a 25 mL-round bottomed flask, 20 
(250 mg, 1.90 10
-3
 mol) were dissolved in tert-butanol (2 mL) and water (2 mL) with the cor-
responding azide 22 or 24 (2.35 10-3 mol, 1.2 eq), copper diacetate monohydrate (75 mg, 
3.76 10
-4
 mol, 0.2 eq) and sodium ascorbate (149 mg, 7.51 10
-4
 mol, 0.4 eq). The mixture was 
vigorously stirred for 24 hours. An aqueous solution of EDTA at 100 g/L (6 mL) and chloro-
N3 COOMe
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form (12 mL) were then added and the solution was stirred at 30°C for 1h30. The phases 
were separated: organic phase was washed once with EDTA, the aqueous phase was ex-
tracted twice with chloroform. The organic phases were gathered, dried over MgSO4 and 
evaporated. 
Methyl 2-(4-(6-hydroxymethylpyridin-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)acetate 23 
The 1H NMR of the crude product showed some corresponding aldehyde signals. Trituration 
in diethyl ether was efficient to purify the residue and to obtain 263 mg of white powder. 
Yield: 77 %. 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 3.81 
(s, 3H, CH3); 4.76 (s, 2H, CH2OH); 5.24 (s, 2H, CH2COOMe); 
7.17 (dd, 1H, Hpyr-5, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.6 Hz); 7.76 (t, 1H, Hpyr-4, 
3
J=7.8 Hz); 8.05 (dd, 1H, Hpyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.6 Hz); 8.28 (s, 
1H, Hta); 
13C NMR (CDCl3, 75.5 MHz): δ (ppm) = 50.8 
(CH2COOMe); 53.1 (CH3); 63.8 (CH2OH); 118.7 (CHpyr-3); 119.7 (CHpyr-5); 123.6 (CHta); 137.6 
(CHpyr-4); 148.4 (Cta); 148.7 (Cpyr-2); 158.7 (Cpyr-6); 166.5 (C=O); IR (ATR): δCH3-ester = 1470 cm
-1
; 
νC=C / νC=N = 1604, 1578, 1470 cm
-1
; νC=O= 1749 cm
-1
; νO-H= 3150 cm
-1
; MS (CI-CH4): m/z (%) = 
249.10 (100) [M+H]
+
; HRMS (CI-CH4): m/z calcd (found) 249.0988 (249.0991) [M+H]
+
; Tm = 
116°C. 
Yield: 3%. 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 3.85 (s, 
3H, CH3); 5.28 (s, 2H, CH2COOMe); 7.91 (dd, 1H, Hpyr-5, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=1.2 Hz); 7.97 (td, 1H, Hpyr-4, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.8 
Hz); 8.40 (dd, 1H, Hpyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=1.2  Hz); 8.40 (s, 1H, 
Hta); MS (CI-CH4): m/z (%) = 247.08 (100) [M+H]
+
; HRMS 
(CI-CH4): m/z calcd (found) 247.0831 (247.0833) [M+H]
+
. 
(4-(6-hydroxymethylpyridin-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)methyl pivalate 25 
A chromatography column (alumina IV, 100% dichloro-
methane) was necessary to purify the residue, removing 
the corresponding aldehyde (1% of crude product, 
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δ(CHO) = 10.08 ppm, not isolated) and giving 436 mg of a white powder. 
Yield: 80 %. 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 1.20 (s, 9H, CH3); 3.86 (t, 1H, OH, 3J=5.1 
Hz); 4.77 (d, 2H, CH2OH, 
3
J=5.1 Hz); 6.30 (s, 2H, NCH2O); 7.17 (dd, 1H, Hpyr-5, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.6 
Hz); 7.77 (t, 1H, Hpyr-4, 
3
J=7.8 Hz); 8.06 (dd, 1H, Hpyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.6 Hz); 8.38 (s, 1H, Hta); 
13C NMR (CDCl3, 75.5 MHz): δ (ppm) = 26.8 (CH3); 38.8 (Ct-Bu); 63.9 (CH2OH); 69.8 (NCH2O); 
118.9 (CHpyr-3); 119.8 (CHpyr-5); 123.4 (CHta); 137.6 (CHpyr-4); 148.5 (Cta); 148.6 (Cpyr-2); 158.8 
(Cpyr-6); 177.7 (C=O); IR (ATR): δCH3-ester = 1447 cm
-1
; νC=C / νC=N = 1605, 1576, 1556 cm
-1
; νC=O= 
1745 cm
-1
; νO-H= 3380 cm
-1
; MS (ESI+): m/z (%) = 291.15 (32) [M+H]+; 313.13 (100) [M+Na]+; 
603.27 (12) [2M+Na]
+
; HRMS (ESI+): m/z calcd (found) 291.1457 (291.1459) [M+H]+; 
313.1277 (313.1279) [M+Na]
+
; Tm = 107°C. 
General method for chloration of 21, 23, 25 for resp. 26, 27, 28 
In a 5 mL-round bottomed flask, SOCl2 (18 eq) was directly poured on 21 (143 mg, 7.52 10
-4
 
mol), 23 (614 mg, 2.47 10-3 mol) or 25 (415 mg, 1.43 10-3 mol). The mixture was stirred for 2 
hours at room temperature. Solvent was then evaporated by trap-to-trap method. The resi-
due was dissolved in dichloromethane, washed twice with a saturated aqueous solution of 
NaHCO3 and twice with distilled water. The organic phase was dried on MgSO4 and evapo-
rated. For 27 and 28, no further purification was needed; for 26 a silica gel chromatography 
column was performed, with dichloromethane/petroleum ether 7:3 as the eluent. 
2-chloromethyl-6-(1-methyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)pyridine 26 
Yield: 62%. Rf (Silica, dichloromethane/petroleum ether 
7:3) = 0.3; 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 4.15 (s, 3H, 
CH3); 4.66 (s, 2H, CH2Cl); 7.38 (dd, 1H, Hpyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.9 
Hz); 7.79 (t, 1H, Hpyr-4, 
3
J=7.8 Hz); 8.08 (dd, 1H, Hpyr-5, 
3
J=7.8 
Hz, 
4
J=0.9 Hz); 8.14 (s, 1H, Hta); 
13C NMR (CDCl3, 75.5 MHz): δ 
(ppm) = 36.8 (CH3); 46.7 (CH2Cl); 119.3 (CHpyr-5); 121.8 (CHpyr-3); 123.3 (CHta); 137.8 (CHpyr-4); 
148.2 (Cta); 149.9 (Cpyr-6); 156.3 (Cpyr-2); IR (KBr): νC=C / νC=N= 1604, 1573, 1552, 1493, 1458 cm
-
1
; MS (CI-CH4): m/z (%) = 173.08 (98) [M-Cl]
+.
; 209.06 (100) [M+H]
+.
; 237.09 (18) [M+C2H5]
+
; 
HRMS (CI-CH4): m/z calcd (found) 209.0594 (209.0598) [M+H]
+
; Tm = 111°C. 
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Methyl 2-(4-(6-chloromethylpyridin-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)acetate 27 
Yield: 88 %. Rf (Alumina, dichloromethane) = 0.2; 
1H 
NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 3.82 (s, 3H, CH3); 4.67 
(s, 2H, CH2Cl); 5.23 (s, 2H, CH2COOMe); 7.40 (dd, 1H, Hpyr-
5, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.6 Hz); 7.80 (t, 1H, Hpyr-4, 
3
J=7.8 Hz); 8.10 
(dd, 1H, Hpyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.6 Hz); 8.29 (s, 1H, Hta); 
13C 
NMR (CDCl3, 75.5 MHz): δ (ppm) = 46.7 (CH2Cl); 50.8 (CH2COOMe); 53.1 (CH3); 119.5 (CHpyr-
3); 121.9 (CHpyr-5); 123.8 (CHta); 137.9 (CHpyr-4); 148.6 (Cta); 149.6 (Cpyr-2); 156.4 (Cpyr-6); 166.5 
(C=O); IR (KBr): δCH3-ester = 1446; νC=C / νC=N = 1604, 1573, 1473 cm
-1
; νC=O= 1757 cm
-1
; MS (CI-
CH4): m/z (%) = 231.09 (100) [M-Cl]
+
; 267.06 (75) [M+H]
+.
; 295.10 (24) [M+C2H5]
+.
; HRMS (CI-
CH4): m/z calcd (found) 267.0649 (267.0641) [M+H]
+
; Tm = 90°C. 
(4-(6-chloromethylpyridin-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)methyl pivalate 28 
Yield: 87 %. Rf (Alumina, dichloromethane) = 0.1; 
1H 
NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 1.20 (s, 9H, CH3); 4.68 
(s, 2H, CH2Cl); 6.29 (s, 2H, NCH2O); 7.42 (dd, 1H, Hpyr-5, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.6 Hz); 7.81 (t, 1H, Hpyr-4, 
3
J=7.8 Hz); 8.09 
(dd, 1H, Hpyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.6 Hz); 8.39 (s, 1H, Hta); 
13C 
NMR (CDCl3, 75.5 MHz): δ (ppm) = 26.8 (CH3); 38.8 (Ct-Bu); 46.6 (CH2Cl); 69.8 (NCH2O); 119.5 
(CHpyr-3); 122.1 (CHpyr-5); 123.7 (CHta); 137.9 (CHpyr-4); 148.5 (Cta); 149.4 (Cpyr-2); 156.5 (Cpyr-6); 
177.6 (C=O); IR (KBr): δCH3-ester = 1455 cm
-1
; νC=C / νC=N =1604, 1570, 1478 cm
-1
; νC=O= 1750 cm
-
1
; MS (ESI+): m/z (%) = 309.11 (78) / 311.11 (25) [M+H]+; 331.09 (100) / 333.09 (32) [M+Na]+; 
HRMS (ESI+): m/z calcd (found) 309.1118 (309.1121) [M+H]+; 331.0938 (331.0936) [M+Na]+; 
Tm = 94°C. 
1,4,7-tris-(tert-butoxycarbonylmethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane hydrobromide 29 
In a 250 mL-radial three neck flask, a suspension of 
1,4,7,10-tetraazacyclododecane (2.50 g, 1.45 10
-2
 mol) and 
sodium hydrogenocarbonate (4.02 g, 4.79 10
-2
 mol, 3.3 eq) in 
MeCN (85 mL) was cooled down to 0°C. Tert-butyl 
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bromoacetate (7.07 mL, 4.79 10
-2
 mol, 3.3 eq) was slowly added for about 40 minutes at 0°C.  
The mixture was stirred for 2 days at room temperature, then filtered and evaporated. The 
residue was recrystallized in toluene, filtered, washed with cold toluene and dried under 
vacuum, giving 4.52 g of a white powder. 
Yield: 48 %. 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 1.44 (s, 27H, CH3); 2.87-2.90 (m, 12H, 
NCH2); 3.07 (s, 4H, NCH2); 3.27 (s, 2H, NCH2); 3.36 (s, 4H, NCH2); 9.98 (bs, 1H, NH). 
General method for N-alkylation of 29 leading to 30/Na+, 31/Na+, 31’/Na+ and 32/Na+: 
In a 100 mL-round bottomed flask, 29 (250 mg, 4.19 10-4 mol) was dissolved in freshly 
distilled acetonitrile (30 mL). Sodium carbonate (445 mg, 4.19 10
-3
 mol, 10 eq) was added 
and the mixture was refluxed for 30 minutes. 26 (105 mg, 5.03 10-4 mol), 27 (134 mg, 5.03 
10
-4
 mol) or 28 (155 mg, 5.03 10-4 mol) was added at reflux. The mixture was refluxed 24 
hours. After cooling and filtration on sintered glass, the solvent was evaporated. The residue 
was dissolved in dichloromethane, filtered again and the solvent was evaporated. All the 
crude products were purified by column chromatography with dichloromethane and metha-
nol (from dichloromethane 100% to dichloromethane/methanol 90:10): on silica gel for 30 
and 32; on activated IV alumina gel for 31. For this last compound, this purification gave the 
unexpected compound 31’ with a carboxylic acid instead of a methyl acetate. A faster purifi-
cation by flash chromatography gave the wanted 31 ligand with a smaller yield (75 % vs 46 
%). All the purified compounds were chelating Na
+
 ion: analysis and characterizations here-
below correspond to complex forms, if no other mention. 
1,4,7-tris-(tert-butoxycarbonylmethyl)-10-((6-(1-methyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)pyridin-2-
yl)methyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane 30/Na+ 
Yield: 95%. Rf (Silica, dichloromethane/methanol 95:5) 
= 0.2; 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 1.20 (s, 
18H, CH3); 1.34 (s, 9H, CH3); 2.20-3.16 (m, 22H, NCH2); 
3.66 (bs, 2H, NCH2Py); 4.12 (s, 3H, CH3); 7.10 (dd, 1H, 
CHPyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.6 Hz); 7.69 (t, 1H, CHPyr-4, 
3
J=7.8 
Hz); 7.88 (dd, 1H, CHPyr-5, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.6 Hz); 8.96 (s, 
1H, CHta); 
13C NMR (CDCl3, 75.5 MHz): δ (ppm) = 27.7, 27.8 (tBu); 36.9 (CH3); 50.2, 55.5, 56.2 
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(NCH2); 59.2 (NCH2Py); 81.6, 81.7 (CtBu); 119.5 (CHPyr-5); 122.4 (CHPyr-3); 124.7 (CHta); 137.7 
(CHPyr-4); 146.8 (Cta); 149.3 (CPyr-6); 157.4 (CPyr-2); 171.2, 171.6 (C=O); IR (ATR): νC=C / νC=N = 
1600, 1576, 1460; νC=O = 1724 cm
-1
; νC-H = 2973, 2935, 2825 cm
-1
; MS (ESI+): m/z (%) = 687.46 
(100) [M+H]
+
; 709.44 (12) [M+Na]
+
; HRMS (ESI+): m/z calcd (found) 687.4558 (687.4571) 
[M+H]
+
; Tm = 112°C. 
1,4,7-tris-(tert-butoxycarbonylmethyl)-10-((6-(1-(methyl acetate)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)pyridin-2-yl)methyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane 31/Na+ 
Yield: 46%. 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 
1.20 (s, 18H, CH3); 1.30 (s, 9H, CH3); 2.1-3.3 (m, 24H, 
CH2); 3.69 (s, 2H, CH3); 5.38 (s, 2H , CH2COOMe); 
7.13 (d, 1H, CHpyr-3, 
3
J =7.3 Hz); 7.69 (t, 1H, CHpyr-4, 
3
J 
= 7.3 Hz); 7.82 (d, 1H, CHpyr-5, 
3
J = 7.3 Hz); 8.97 (s, 
1H, CHta); 
13C NMR (CDCl3, 75.5 MHz): δ (ppm) = 
27.7 (tBu); 50.2 (CH2); 50.8, 55.4, 56.2, 59.0 (CH2); 
52.6 (CH3); 81.6, 81.8 (CtBu); 119.5 (CHpyr-5); 122.2 (CHpyr-3); 125.2 (CHta); 137.7 (CHpyr-4); 146.7 
(Cta) ; 148.8 (Cpyr-6); 157.5 (Cpyr-2); 166.7 (COOMe); 171.1, 171.5 (CO); IR (ATR): δCH3-ester = 
1456 cm
-1
; νC=C / νC=N = 1626, 1604, 1577 cm
-1
; νC=O = 1755, 1727 cm
-1
; MS (ESI+): m/z (%) = 
745.4 (100) [M+H]
+
; 767.4 (58) [M+Na]
+
; HRMS (ESI+): m/z calcd (found) 745.4612 (745.4625) 
[M+H]
+
. 
1,4,7-tris-(tert-butoxycarbonylmethyl)-10-((6-(1-carboxymethyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)pyridin-
2-yl)methyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane 31’/Na+ 
Yield: 75%. Rf (Alumina, dichloromethane/methanol 
95:5) = 0.15; 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 
1.21 (s, 18H, CH3); 1.31 (s, 9H, CH3); 2.39-3.40 (m, 
22H, NCH2); 3.76 (bs, 2H, NCH2Py); 4.94 (s, 2H, 
CH2COOH); 7.06 (dd, 1H, HPyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.9 Hz); 
7.47 (dd, 1H, HPyr-5, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.9 Hz); 7.65 (t, 1H, 
HPyr-4, 
3
J=7.8 Hz); 8.56 (s, 1H, Hta); 
13C NMR (CDCl3, 75.5 MHz): δ (ppm) = 27.9, 28.0 (tBu); 
50.5 (CH3); 55.4, 56.4 (NCH2); 59.0 (NCH2Py); 81.5, 82.2 (CtBu); 118.8 (CHPyr-5); 121.4 (CHPyr-3); 
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124.1 (CHta); 137.7 (CHPyr-4); 145.4 (Cta); 149.6 (CPyr-6); 157.6 (CPyr-2); 168.2 (COOH); 171.4, 
172.8 (COOtBu); IR (ATR): δCH3-ester = 1456 cm
-1
; νC=C / νC=N = 1626, 1604, 1577 cm
-1
; νC=O = 
1726 cm
-1
; MS (ESI+): m/z (%) = 731.45 (100) [M+H]+; 753.43 (23) [M+Na]+; HRMS (ESI+): m/z 
calcd (found) 731.4456 (731.4461) [M+H]
+
; Tm = 110°C. 
This compound has also been isolated in its free form 31’ (Yield: 82%). Here is the corre-
sponding 
1
H NMR characterization: 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 1.36 (s, 18H, CH3); 1.39 (s, 9H, CH3); 2.39-3.45 (m, 22H, 
NCH2); 4.31 (bs, 2H, NCH2Py); 5.00 (s, 2H, CH2COOH); 7.23 (dd, 1H, HPyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.9 
Hz); 7.64 (t, 1H, HPyr-4, 
3
J=7.8 Hz); 7.89 (dd, 1H, HPyr-5, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.9 Hz); 8.37 (s, 1H, Hta). 
1,4,7-tris-(tert-butoxycarbonylmethyl)-10-((6-(1-(methyl pivalate)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)pyridin-2-yl)methyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane 32/Na+ 
Yield: 90%. Rf (Silica, dichloro-
methane/methanol 95:5) = 0.15; 
1H NMR 
(CDCl3, 300 MHz): δ (ppm) = 1.12 (s, 9H, CH3); 
1.22 (s, 18H, CH3); 1.34 (s, 9H, CH3); 2.32-2.93 
(m, 22H, NCH2); 3.71 (bs, 2H, NCH2Py); 6.28 (s, 
2H, NCH2O); 7.21 (dd, 1H, HPyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.6 Hz); 7.74 (t, 1H, HPyr-4, 
3
J=7.8 Hz); 7.84 (dd, 1H, HPyr-5, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.6 Hz); 8.81 (s, 1H, 
Hta); 
13C NMR (CDCl3, 75.5 MHz): δ (ppm) = 26.6 (tBu); 27.7, 27.8 (CH3); 38.6 (CH3-tBu); 50.2, 
55.6, 56.2 (NCH2); 59.1 (NCH2Py); 70.0 (NCH2O); 81.7, 81.8 (CtBu); 119.5 (CHPyr-5); 122.8 (CHPyr-
3); 124.2 (CHta); 137.9 (CHPyr-4); 147.2 (Cta); 148.3 (CPyr-6); 157.8 (CPyr-2); 171.3, 171.7 (COOt-
Bu); 177.1 (OCOt-Bu); IR (ATR): δCH3-ester = 1456 cm
-1
; νC=C / νC=N = 1602, 1577; νC=O = 1725 cm
-
1
; νC-H = 2976, 2935, 2830 cm
-1
; MS (ESI+): m/z (%) = 787.51 (100) [M+H]+; 809.49 (14) 
[M+Na]
+
; HRMS (ESI+): m/z calcd (found) 787.5082 (787.5084) [M+H]+; Tm = 111°C. 
General procedure for the hydrolysis of 30/Na+, 31/Na+ and 31’/Na+ for resp. 33, 34 and 34’. 
In a 25 mL-round bottomed flask, 30/Na+ (100 mg, 1.46 10-4 mol), 31/Na+ (170 mg, 2.28 
10
-4
 mol) or 31’/Na+ (100 mg, 1.37 10-4 mol) was dissolved in dichloromethane (3 to 5 mL). 
Trifluoroacetic acid TFA (3 to 5 mL, 3.92 10
-2
 to 6.53 10
-2
 mol, 268 eq) was slowly poured and 
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the mixture was stirred for 24 hours at room temperature. If after evaporation, the reaction 
wasn’t completed, the residue was again dissolved in dichloromethane and reacted with TFA 
for 24 hours at room temperature. Solvent and TFA were then coevaporated; the residue 
was precipitated in diethyl ether, to remove the remains of TFA and no further purification 
was done. 
(10-((6-(1-methyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)pyridin-2-yl)methyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane)-
1,4,7-triacetic acid 33 
Yield: quantitative. 
1H NMR (CD3OD, 300 MHz): δ 
(ppm) = 3.20-3.54 (m, 20H, NCH2 + NCH2COOH); 
4.01 (bs, 2H, NCH2COOH); 4.22 (s, 3H, CH3); 4.64 
(bs, 2H, Pyr-CH2N); 7.54 (d, 1H, Hpyr-3, 
3
J=7.5 Hz); 
7.96 (t, 1H, Hpyr-4, 
3
J=7.5 Hz); 8.05 (d, 1H, Hpyr-5, 
3
J=7.5 Hz); 8.50 (s, 1H, Hta); 
13C NMR (CD3OD, 75.5 
MHz): δ (ppm) = 37.5 (CH3); 50.2, 51.7, 52.2 (NCH2); 54.5, 56.7 (NCH2COOH); 59.3 (Pyr-CH2N); 
121.5 (CHpyr-5); 125.2 (CHpyr-3); 126.6 (CHta); 140.2 (CHpyr-4); 148.1 (Cpyr-6 + Cta); 151.8 (Cpyr-2); 
173.2 (COOH); IR (ATR): νC=C / νC=N = 1606, 1578 cm
-1
; νC=O = 1671 cm
-1
; νO-H = 3420 cm
-1
; MS 
(ESI+): m/z (%) = 519.27 (100) [M+H]+; 541.25 (23) [M+Na]+; HRMS (ESI+): calcd. (found) 
519.2680 (519.2685) [M+H]
+
; 541.2499 (541.2509) [M+Na]
+
; Tm = 152°C; Td = 180-195°C. 
(10-((6-(1-(methylacetate)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)pyridin-2-yl)methyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododecane)-1,4,7-triacetic acid 34 
Yield: quantitative. 
1H NMR (CDCl3, 300 
MHz): δ (ppm) = 3.00-3.76 (m, 22H, NCH2 
+ NCH2COOH); 3.81 (s, 3H, CH3); 4.49 (bs, 
2H, Pyr-CH2N); 5.39 (s, 2H, pyta-
CH2COOMe); 7.48 (d, 1H, Hpyr-3, 
3
J=7.4 
Hz); 7.90 (t, 1H, Hpyr-4, 
3
J=7.7 Hz); 8.01 (d, 
1H, Hpyr-5, 
3
J=7.4 Hz); 8.38 (s, 1H, Hta); 
13C 
NMR (CDCl3, 75.5 MHz): δ (ppm) = 50.6 (NCH2); 51.7 (pyta-CH2COOMe); 53.5 (CH3); 56.5 
(NCH2COOH); 58.1 (Pyr-CH2N); 120.8 (CHpyr-5); 125.7 (CHpyr-3); 125.8 (CHta); 139.7 (CHpyr-4); 
Chapitre III 
272 
148.4 (Cta); 151.2 (Cpyr-6); 151.8 (Cpyr-2); 168.5 (COOMe); 172.1-175.3 (COOH); MS (ESI
+): m/z 
(%) = 577.2 (100) [M+H]
+
; 580.29 (100); HRMS (ESI+): calcd. (found) 577.2734 (577.2733) 
[M+H]
+
. 
(10-((6-(1-carboxymethyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)pyridin-2-yl)methyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododecane)-1,4,7-triacetic acid 34’ 
Yield: quantitative. 
1H NMR (CD3OD, 300 
MHz): δ (ppm) = 3.14-3.54 (m, 20H, NCH2 + 
NCH2COOH); 4.11 (bs, 2H, NCH2COOH); 4.64 
(bs, 2H, Pyr-CH2N); 5.39 (s, 2H, pyta-
CH2COOH); 7.56 (d, 1H, Hpyr-3, 
3
J=7.8 Hz); 7.95 
(t, 1H, Hpyr-4, 
3
J=7.8 Hz); 8.06 (d, 1H, Hpyr-5, 
3
J=7.8 Hz); 8.53 (s, 1H, Hta); 
13C NMR (CD3OD, 75.5 MHz): δ (ppm) = 51.8, 52.5 (NCH2); 52.1 
(pyta-CH2COOH); 54.0, 56.0 (NCH2COOH); 59.2 (Pyr-CH2N); 121.7 (CHpyr-5); 125.4 (CHpyr-3); 
127.1 (CHta); 140.2 (CHpyr-4); 148.2 (Cpyr-6 + Cta); 151.6 (Cpyr-2); 170.6 (COOH); IR (ATR): νC=C / 
νC=N = 1606, 1578 cm
-1
; νC=O = 1729, 1667 cm
-1
; νO-H = 3402 cm
-1
; MS (ESI+): m/z (%) = 563.26 
(64) [M+H]
+
; 602.27 (90) [M+K]
+
; HRMS (ESI+): calcd. (found) 563.2578 (563.2576) [M+H]+; Tm 
= 150°C; Td = 180-195°C 
 (10-((6-(1,2,3-triazol-4-yl)pyridin-2-yl)methyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane)-1,4,7-
triacetic acid 35 
In a 25 mL-round bottomed flask, 32/Na+ (150 mg, 
1.91 10
-4
 mol) was dissolved in methanol/water 
1:1 (8 mL). Sodium hydroxide NaOH (16.8 mg, 4.19 
10
-4
 mol) was added and the mixture was stirred 
30 min at room temperature. The reaction was 
monitored by TLC (Alumina, dichloro-
methane/methanol 95:5). Methanol was evaporated and the pH of the aqueous solution 
was lowered to 6 with HCl 0.1 M. The precipitate was dissolved in dichloromethane and the 
aqueous surnatant was extracted three times with dichloromethane. The organic phases 
were combined, dried over MgSO4 and evaporated under vacuum. HCl 1M (6 mL) was then 
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added on the residue and the mixture was stirred overnight. The solvent was evaporated 
and the pale yellow powder was dried two days in a vacuum drying oven (79 mg). 
Yield: 81 %. 
1H NMR (D2O, 300 MHz): δ (ppm) = 2.60-4.82 (m, 24H, NCH2 + NCH2COOH + 
Pyr-CH2N); 8.10-8.44 (m, 3H, Hpyr-3,4, 5); 8.94 (bs, 1H, Hta); 
13C NMR (D2O, 125 MHz): δ (ppm) = 
48.1, 50.5, 51.9, 53.2, 54.9 (NCH2 + NCH2COOH + Pyr-CH2N); 124.1 (CHpyr-5); 126.9 (CHpyr-3); 
127.4 (CHta); 138.3 (CHpyr-4); 144.9 (Cta); 147.2 (Cpyr-6); 151.0 (Cpyr-2); 168.8, 174.3 (COOH); IR 
(ATR): νC=O = 1732, 1643, 1623 cm
-1
; νO-H = 3376 cm
-1
; MS (ESI+): m/z (%) = 505.3 (19) [M+H]+; 
527.2 (55) [M+Na]
+
; 543.2 (100) [M+K]
+
; 565.2 (50) [M-H+Na+K]
+
; HRMS (ESI+): calcd. (found) 
505.2523 (505.2517) [M+H]
+
; Tm = 150°C; Td = 180-195°C. 
2-cyano-6-methylpyridine 36 
N-oxide-picoline (4.97 g, 4.55 10
-2
 mol) were dissolved in dichloro-
methane (40 mL). The solution was dried on MgSO4 and transfered in a 
100 mL-round bottomed flask containing trimethylsilyl cyanide (5.03 g, 
5.07 10
-2
 mol, 1.1 eq). The mixture was vigorously stirred. A dimethylcarbamoyl chloride so-
lution (5.49 g, 5.10 10
-2
 mol in 10 mL dry dichloromethane, 1.1 eq) was added dropwise on 
10 minutes. The mixture was stirred 24 hours at room temperature and slowly changed from 
orange to canary yellow. An aqueous solution of K2CO3 (10 %, 40 mL) was added to stop the 
reaction. The phases were separated: the aqueous phase was extracted twice with di-
chloromethane. The organic phases were combined, washed twice with water, dried on 
MgSO4 and concentrated. Addition of pentane (80 mL) gave a white precipitate which was 
purified by alumina activated IV column chromatography (dichloromethane/petroleum ether 
80:20). 2.85 g of a white solid were obtained. 
Yield: 55%. Rf (Alumina, dichloromethane/petroleum ether 80:20) =0.8; 
1H NMR (CDCl3, 
300 MHz): δ (ppm) = 2.61 (s, 3H, CH3); 7.37 (dd, 1H, HPyr-5, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.9 Hz); 7.51 (dd, 1H, 
HPyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.9 Hz); 7.71 (t, 1H, HPyr-4, 
3
J=7.8 Hz); 
13C NMR (CDCl3, 75.5 MHz) : δ (ppm) 
= 24.4 (CH3); 117.3 (CΞN); 125.7 (CHPyr-3); 126.9 (CHPyr-5); 133.1 (CPyr-2); 137.1 (CHPyr-4); 160.6 
(CPyr-6); MS (CI/NH3) : m/z (%) = 119 (100) [M+H]
+
 ; 136 (78) [M+NH4]
+
 ; 153 (19) [M+N2H7]
+
; 
Tm = 70°C. 
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2-cyano-6-bromomethylpyridine 37 
In a 250 mL-three-neck flask 36 (2.85 g, 2.42 10-2 mol) was dis-
solved in CCl4 (100 mL). N-bromosuccinimide NBS (4.73 g, 2.66 10
-2
 
mol, 1.1 eq) and benzoyl peroxide (117 mg, 4.84 10
-4
 mol, 0.02 eq) 
were added and the mixture was refluxed for 7 h. The reaction was monitored by TLC (Silica, 
dichloromethane/petroleum ether 6:4, Rf = 0.2) to prevent an excessive production of 
bromation by-products. After addition of NaHCO3 saturated aqueous solution (60 mL), the 
phases were separated: the aqueous phase was extracted three times, the organic phases 
were combined, dried over MgSO4 and solvent was evaporated under reduced pressure. The 
crude product was purified by silica gel column chromatography (gradient from dichloro-
methane/petroleum ether 5:5 to 6:4) to give 1.57 g of a pale orange powder. 
Yield: 33%. Rf (Silica, dichloromethane/petroleum ether 6:4) = 0.2; 
1H NMR (CDCl3, 300 
MHz): δ (ppm) = 4.54 (s, 2H, CH2Br); 7.62 (dd, 1H, HPyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.9 Hz); 7.69 (dd, 1H, 
HPyr-5, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.9 Hz); 7.87 (t, 1H, HPyr-4, 
3
J=7.8 Hz); 
13C NMR (CDCl3, 75.5 MHz): δ (ppm) 
= 32.1 (CH2Br); 116.7 (CΞN); 127.1 (CHPyr-5); 127.7 (CHPyr-3); 133.3 (CPyr-2); 138.3 (CHPyr-4); 
158.9 (CPyr-6); MS (DCI/NH3) : m/z (%) = 197 (74) / 199 (72) [M+H]
+
 ; 214 (100) / 216 (93) 
[M+NH4]
+
 ; 231 (21) / 233 (20) [M+N2H7]
+
. 
1,4,7-tris-(tert-butoxycarbonylmethyl)-10-((6-cyanopyridin-2-yl)methyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododecane 38/Na+ 
In a 250 mL-round bottomed flask under argon 29 
(2.51 g, 4.22 10
-3
 mol) was dissolved in freshly distilled 
acetonitrile (130 mL). Sodium carbonate (4.47 g, 4.22 
10
-2
 mol, 10 eq) was added and the mixture was re-
fluxed 30 min before addition of 37 (998 mg, 5.07 10-3 
mol, 1.2 eq) and then reflux for 48 h. Salts were filtered on sintered glass and the solvent 
was evaporated. The residue was dissolved in dichloromethane and filtered again before 
evaporation. The crude product was then purified by activated IV alumina gel column chro-
matography (from dichloromethane 100% to 5% methanol) to give 2.46 g of a white powder. 
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Two forms were seen by 
1
H NMR: reflux in acetonitrile with Na2CO3 in large excess gave only 
one form, the Na
+
 form. All following data correspond to Na
+
 complex form. 
Yield: 89%. 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz): 1.38 (s, 18H, CH3); 1.43 (s, 9H, CH3); 2.12-2.97 (m, 
22H, NCH2); 3.75 (bs, 2H, NCH2-Pyr); 7.56 (dd, 1H, HPyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.9 Hz); 7.66 (dd, 1H, 
HPyr-5, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.9 Hz); 7.94 (t, 1H, HPyr-4, 
3
J=7.8 Hz); 
13C NMR (CDCl3, 75.5 MHz): 27.8, 
27.9 (CH3); 50.4, 55.5, 56.3 (NCH2); 59.1 (NCH2-Pyr); 82.3, 82.4 (CtBu); 116.5 (C≡N); 127.3 
(CHPyr-3); 127.8 (CHPyr-5); 133.6 (CPyr-2); 138.4 (CPyr-6); 160.4 (CHPyr-4); 172.0, 172.2 (COOtBu); IR 
(KBr): νC=O = 1728 cm
-1
; νC≡N = 2237 cm
-1
; MS (DCI/CH4): m/z (%) = 575.37 [M-tBu+2H]
+
; 
631.42 (100) [M+H]
+.
; HRMS (DCI/CH4): m/z calcd (found) 631.4183 (631.4197) [M+H]
+
; Tm = 
91°C. 
1,4,7-tris-(tert-butoxycarbonylmethyl)-10-(6-(tetrazol-5-yl)pyridin-2-yl)methyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododecane 39/Na+ 
Freshly prepared triethylamine hydrochloride 
Et3N.HCl (657 mg, 4.77 10
-3
 mol) was obtained by 
addition of hydrochloric acid HCl on triethylamine 
in dry diethyl ether and transferred into a 50 mL-
round bottomed flask under argon. 38/Na+ (1.0 g, 
1.59 10
-3
 mol), sodium azide NaN3 (310 mg, 4.77 10
-3
 mol, 1.3 eq) and anhydrous toluene (16 
mL) were added. The mixture was heated at 105°C for 2 days. After cooling, salts were fil-
tered on sintered glass and the solvent was evaporated. As performed on 38, the residue 
was dissolved in MeCN with Na2CO3, and the mixture was refluxed overnight to obtain only 
Na
+
 complex form. After filtration and evaporation the crude product was purified by acti-
vated IV alumina gel column chromatography (from 100% dichloromethane to 5% methanol) 
giving 322 mg of a pale yellow powder. 
Yield: 30%. 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz): 1.16 (s, 18H, CH3); 1.32 (s, 9H, CH3); 2.45-2.92 (bs, 
22H, NCH2); 3.70 (s, 2H, NCH2-Pyr); 6.99 (dd, 1H, HPyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.6 Hz); 7.65 (t, 1H, HPyr-
4, 
3
J=7.8 Hz); 8.10 (dd, 1H, HPyr-5, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.6 Hz); 
13C NMR (CDCl3, 75.5 MHz): 27.9 (CH3); 
50.6, 55.0 (NCH2); 56.1 (NCH2COOtBu); 58.8 (NCH2-Pyr); 80.9, 81.9 (CtBu); 119.4 (CHPyr-5); 
120.6 (CHPyr-3); 137.2 (CHPyr-4); 150.5 (CPyr-6); 156.6 (CPyr-2); 161.7 (Ctz); 170.5, 171.1 (C=O); IR 
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(ATR): δCH3-ester = 1453 cm
-1
; νC=C / νC=N = 1595, 1579, 1473; νC=O = 1737, 1716 cm
-1
; νN-H = 3454 
cm
-1
; MS (ESI+): m/z (%) = 674.44 (100) [M+H]+; 696.42 (40) [M+Na]+; HRMS (ESI+): m/z calcd 
(found) 674.4354 (674.4360) [M+H]
+
; 696.4173 (696.4183) [M+Na]
+ 
1,4,7-tris-(tert-butoxycarbonylmethyl)-10-(2-(2-methyltetrazol-5-yl)pyridin-6-yl)methyl)-
1,4,7,10-tetraazacyclododecane 40/Na+ 
In a 25 mL round-bottomed flask under argon, 39/Na+ (113.5 mg, 1.68 10-4 mol) and sodium 
carbonate Na2CO3 (178 mg, 1.68 10
-3
, 10 eq) were suspended in freshly distilled acetonitrile 
(10 mL). The mixture was refluxed for 30 minutes and cooled at room temperature. 
Iodomethane CH3I (52 µL, 8.42 10
-4
, 5 eq) was then added and the flask was immediately 
hermetically sealed. The mixture was stirred at room temperature overnight. The TLC 
showed two different spots, corresponding to the two different isomers: 1,5 and 2,5-
disubstituted tetrazole. The solvent was evaporated, the crude product was dissolved in di-
chloromethane and filtered on sintered glass. After evaporation, the residue was purified by 
flash-chromatography (Chromabond Flash RS 15 SiOH column, 
tetrahydrofurane/dichloromethane/diethyl ether 5:5:1 with methanol from 0 to 6%; flow at 
10 mL/min; detection at 270 nm). The two isomers were isolated: 10.4 mg of 1,5- and 58.0 
mg of 2,5-isomers were obtained as white powders. 
Yield: 50%. Rf (Silica, tetrahydrofurane / dichloro-
methane /diethyl ether /methanol 5:5:1:0.5) = 0.3; 
1H 
NMR (CDCl3, 300 MHz): 1.20 (s, 18H, CH3); 1.34 (s, 9H, 
CH3); 2.35-3.82 (m, 24H, NCH2); 4.38 (s, 3H, CH3); 7.42 
(dd, 1H, HPyr-5, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.9 Hz); 7.87 (t, 1H, HPyr-4, 
3
J=7.8 Hz); 7.97 (dd, 1H, HPyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.9 Hz); 
13C 
NMR (CDCl3, 75.5 MHz): 27.7, 27.8 (tBu); 40.0 (CH3); 50.4, 55.6, 56.2 (NCH2); 58.9 (NCH2-
Pyr); 81.6, 82.0 (CtBu); 120.3 (CHPyr-3); 124.8 (CHPyr-5); 138.3 (CHPyr-4); 145.1 (CPyr-2); 158.8 (CPyr-
6); 164.1 (Ctz); 171.0, 171.7 (C=O); IR (ATR): δCH3-ester = 1452 cm
-1
; νC=C / νC=N = 1596, 1575 cm
-
1
; νC=O = 1724 cm
-1
; MS (ESI+): m/z (%) = 688.45 (100) / 689.46 (47) [M+H]+; HRMS (ESI+): m/z 
calcd (found) 688.4510 (688.4522) [M+H]
+
; Tm = 150°C; Td = 190°C. 
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1,4,7-tris-(tert-butoxycarbonylmethyl)-10-(2-(1-methyltetrazol-5-yl)pyridin-6-yl)methyl)-
1,4,7,10-tetraazacyclododecane 40’/Na+ 
Yield: 9 %. Rf (Silica, tetrahydrofurane / dichloro-
methane /diethyl ether / methanol 5:5:1:0.5) = 0.5; 
1H 
NMR (CDCl3, 300 MHz): 1.42 (s, 18H, CH3); 1.45 (s, 9H, 
CH3); 2.22-3.37 (m, 24H, NCH2); 4.53 (s, 3H, CH3); 7.77 
(dd, 1H, HPyr-5, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=1 Hz); 7.92 (t, 1H, HPyr-4, 
3
J=7.8 Hz); 8.28 (dd, 1H, HPyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=1 Hz); 
13C 
NMR (CDCl3, 75.5 MHz): 27.9, 28.0 (tBu); 37.1 (CH3); 50.2, 55.9, 56.4 (NCH2); 60.3 (NCH2-
Pyr); 82.6, 82.8 (CtBu); 123.6 (CHPyr-3); 126.4 (CHPyr-5); 138.5 (CHPyr-4); 144.4 (CPyr-2); 152.0 (Ctz); 
158.2 (CPyr-6); 172.8, 173.4 (C=O); IR (ATR): δCH3-ester = 1455 cm
-1
; νC=C / νC=N = 1593, 1575 cm
-1
; 
νC=O = 1720 cm
-1
; MS (ESI+): m/z (%) = 688.45 (100) [M+H]+; HRMS (ESI+): m/z calcd (found) 
688.4510 (688.4522) [M+H]
+
; Tm = 152°C; Td = 196°C. 
1,4,7-tris-(tert-butoxycarbonylmethyl)-10-(2-(2-(methyl acetate)-tetrazol-5-yl)pyridin-6-yl) 
methyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane 41/Na+ 
In a 25 mL round-bottomed flask under argon 39/Na+ (113.5 mg, 1.68 10-4 mol) and sodi-
um carbonate Na2CO3 (178 mg, 1.68 10
-3
, 10 eq) were suspended in freshly distilled acetoni-
trile (10 mL). The suspension was refluxed for 30 minutes, then methyl bromoacetate (25 µL, 
2.67 10
-4
 mol, 1.2 eq) was added. The mixture was refluxed overnight and then filtered on 
sintered glass. The crude product was concentrated, dissolved in CH2Cl2 and filtered again. 
After evaporation, the residue was purified by flash-chromatography (Chromabond Flash RS 
15 SiOH column, tetrahydrofurane/dichloromethane/diethyl ether 10:10:1 with methanol 
from 0 to 20%; flow at 10 mL/min; detection at 270 nm). The two isomers were isolated: 12 
mg of 1,5- and 123.0 mg of 2,5-isomers were obtained as white powders. 
Yield: 90%. Rf (Silica, tetrahydrofurane / di-
chloromethane /diethyl ether / methanol 5:5:1:0.5) 
= 0.15; 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz): 1.12 (s, 18H, 
CH3); 1.24 (s, 9H, CH3); 2.25-2.87 (m, 22H, NCH2); 
3.11 (bs, 2H, NCH2Pyr); 3.67 (s, 3H, CH3); 5.40 (s, 2H, 
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CH2COOMe); 7.37 (dd, 1H, HPyr-5, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.9 Hz); 7.80 (t, 1H, HPyr-4, 
3
J=7.8 Hz); 7.90 (dd, 
1H, HPyr-3, 
3
J=7.8 Hz, 
4
J=0.9 Hz); 
13C NMR (CDCl3, 75.5 MHz): 27.5, 27.6 (tBu); 53.0 (CH3); 53.2, 
55.2, 56.0 (NCH2); 58.6 (NCH2-Pyr); 81.4, 81.9 (CtBu); 120.4 (CHPyr-3); 124.8 (CHPyr-5); 138.1 
(CHPyr-4); 144.5 (CPyr-2); 158.7 (CPyr-6); 164.7 (Ctz); 170.8, 171.5 (C=O); IR (ATR): δCH3-ester = 1454 
cm
-1
; νC=C / νC=N = 1600, 1579 cm
-1
; νC=O = 1724 cm
-1
; MS (ESI+): m/z (%) = 746.46 (100) 
[M+H]
+
; HRMS (ESI+): m/z calcd (found) 746.4565 (746.4580) [M+H]+; Tm = 150°C; Td = 184°C. 
1,4,7-tris-(tert-butoxycarbonylmethyl)-10-(2-(2-(methylacetate)-tetrazol-5-yl)pyridin-6-yl) 
methyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane 41’/Na+ 
Yield: 10%. Rf (Silica, tetrahydrofurane / dichloro-
methane /diethyl ether / methanol 5:5:1:0.5) = 0.2; 
1H 
NMR (CDCl3, 500 MHz): 1.44 (s, 18H, CH3); 1.46 (s, 9H, 
CH3); 2.86-3.84 (m, 27H, NCH2+CH3); 5.72 (s, 2H, 
CH2COOMe); 7.88 (m, 2H, HPyr-4,5); 8.33 (dd, 1H, HPyr-3, 
3
J=7.5 Hz, 
4
J=0.6 Hz); 
13C NMR (CDCl3, 125 MHz): 27.8, 
27.9 (tBu); 53.1 (CH3); 50.9, 55.7, 56.2 (NCH2); 60.0 (NCH2-Pyr); 82.4, 82.8 (CtBu); 122.9 (CHPyr-
3); 126.0 (CHPyr-5); 138.4 (CHPyr-4); 143.7 (CPyr-2); 151.9 (Ctz); 157.9 (CPyr-6); 166.4 (C=O); 172.6, 
173.6 (C=O); IR (ATR): δCH3-ester = 1456 cm
-1
; νC=C / νC=N = 1594, 1575 cm
-1
; νC=O = 1721 cm
-1
; 
MS (ESI+): m/z (%) = 746.46 (100) [M+H]+; HRMS (ESI+): m/z calcd (found) 746.4565 
(746.4557) [M+H]
+
. 
General procedure for the hydrolysis of 39/Na+, 40/Na+ and 41/Na+ for resp. 42, 43 and 44. 
In a 25 mL-round bottomed flask, 39/Na+ (117 mg, 1.74 10-4 mol), 40/Na+ (123 mg, 1.65 10-4 
mol) or 41/Na+ (58 mg, 8.43 10-5 mol) were added to HCl 1M (10 mL). The three compounds 
were soluble with vigorous stirring within an hour. The solutions were stirred for 48 hours at 
room temperature. To purify 42 and 43 an extraction with dichloromethane and precipita-
tion in diethyl ether were performed. 44 was purified on silica gel chromatography column 
(Chromabond Flash SiOH 4g) in “HILIC” conditions: acetonitrile/water from 78:22 to 50:50, 
UV detection at 240 and 285 nm. 
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1,4,7-tris-(carboxymethyl)-10-(6-(tetrazol-5-yl)pyridin-2-yl)methyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododecane 42 
Yield: quantitative. 
1H NMR (D2O, 500 MHz): δ 
(ppm) = 3.03-4.54 (m, 24H, NCH2); 7.68 (d, 1H, Hpyr-3, 
3
J=7.5 Hz); 7.98 (t, 1H, Hpyr-4, 
3
J=7.5 Hz); 8.02 (d, 1H, 
Hpyr-5, 
3
J=7.5 Hz); 
13C NMR (D2O, 125 MHz): δ (ppm) 
= 49.0, 51.0, 53.1, 54.3, 57.9 (NCH2); 123.5 (CHpyr-5); 
128.1 (CHpyr-3); 140.4 (CHpyr-4); 142.7 (Cpyr-6); 150.9 (Cpyr-2); 154.8 (C=N); 168.7, 173.7 (COOH); 
IR (ATR): νC=O = 1725 cm
-1
; νO-H, νN-H = 3344 cm
-1
; MS (ESI+): m/z (%) = 506.25 (54) [M+H]+; 
528.23 (100) [M+Na]
+
; HRMS (ESI+): calcd. (found) 506.2476 (506.2479) [M+H]+; 528.2295 
(528.2302) [M+Na]
+
; Tm > 200°C 
1,4,7-tris-(carboxymethyl)-10-(2-(2-methyltetrazol-5-yl)pyridin-6-yl)methyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododecane 43 
Yield: quantitative. 
1H NMR (D2O, 500 MHz): δ 
(ppm) = 2.94-4.59 (m, 24H, NCH2); 4.40 (s, 3H, 
CH3); 7.75 (bs, 1H, Hpyr-5); 8.04 (t, 1H, Hpyr-4, 
3
J=7.5 
Hz); 8.10 (d, 1H, Hpyr-3, 
3
J=7.5 Hz); 
13C NMR (D2O, 
125 MHz): δ (ppm) = 40.1 (CH3); 49.3, 53.3, 54.0, 
57.5 (NCH2); 123.5 (CHpyr-3); 127.3 (CHpyr-5); 141.0 
(CHpyr-4); 145.0 (Cpyr-6); 151.7 (Cpyr-2); 162.6 (C=N); 168.2, 173.4 (COOH); IR (ATR): νC=O = 1724 
cm
-1
; νO-H = 2525, 3374 cm
-1
; MS (ESI+): m/z (%) = 520.26 (83) [M+H]+; 542.25 (100) [M+Na]+; 
564.23 (8) [M-H+2Na]
+
; HRMS (ESI+): calcd. (found) 520.2632 (520.2637) [M+H]+; 542.2451 
(542.2462) [M+Na]
+
; Tm = 150°C ; Td = 175°C 
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1,4,7-tris-(carboxymethyl)-10-(2-(2-carboxymethyltetrazol-5-yl)pyridine-6-yl)methyl)-
1,4,7,10-tetraazacyclododecane 44 
Yield: 52%. 
1H NMR (D2O, 300 MHz): δ (ppm) = 
3.17-4.16 (m, 24H, NCH2); 5.53 (s, 2H, CH2COOH); 
7.89 (d, 1H, Hpyr-5, 
3
J=7.8 Hz); 8.00 (t, 1H, Hpyr-4, 
3
J=7.8 Hz); 8.10 (d, 1H, Hpyr-3, 
3
J=7.8 Hz); 
13C NMR 
(D2O, 75.5 MHz): δ (ppm) = 48.6, 50.0, 50.8, 53.9, 
55.1, 57.9 (NCH2); 55.5 (NCH2COOH); 122.8 (CHpyr-
3); 127.1 (CHpyr-5); 140.5 (CHpyr-4); 144.7 (Cpyr-6 + 
Cpyr-2); 163.7 (C=N); 169.8, 170.9 (COOH); IR (ATR): νC=O = 1624, 1719 cm
-1
; νO-H = 3400 cm
-1
; 
MS (ESI+): m/z (%) = 564.25 (100) [M+H]+; 602.20 (41) [M+K]+; HRMS (ESI+): calcd. (found) 
564.2530 (564.2540) [M+H]
+
; Tm = 150°C ; Td = 175°C 
VII.3. General protocol for the complexation of lanthanides with 33, 34’, 35, 42, 43 
and 44 
The chelating compound was dissolved in ultra pure water at a concentration of 10 mg/mL. 1 
mL of this solution was poured in an Eppendorf® microtube containing 1.1 equivalent of 
LnCl3.6H2O (Ln = Eu, Gd, Tb, Yb). The pH of the solution was raised from 1 to 4 with NaOH 0.1 
M. The mixture was stirred for 24 hours at room temperature. The complexation was simply 
checked on TLC (SiO2, CH3CN/H2O 50:50) and observation under 254 nm UV-lamp, showing a 
gradually appearing luminescence. The pH was finally adjusted to 7 with NaOH 1M. After 
characterization with UPLC (conditions mentioned in VII.1), IR and MS, the excess of lantha-
nide salt was removed on a C18 Sep-Pak chromatography column, with only water first (5 x 8 
mL), then water/methanol 1:1 (5 x 8 mL).The complexation yield and the characterization 
(UPLC, ESI-ToF, IR) of all the complexes are summarized in the table on the following pages. 
NB: MS results for Gd(III) complexes are limited to the two mains isotopes. 
Chapitre III 
281 
Comp. Ligand Y [%] 
MS (ESI-ToF
+
): 
m/z (%) 
HRMS (ESI-ToF
+
): 
m/z (%) 
Calcd (found) 
IR (ATR): 
νC=O[cm
-1
] 
tR [min]* 
33 DO3A-pyta-CH3 100 519.27 (100) [M+H]
+
; 541.25 (23) [M+Na]
+
 519.2680 (519.2685) [M+H]
+
 1671 5.25 
33 Eu DO3A-pyta- CH3 59 
689.15 (96) / 691.15 (100) [M+Na]
+
 
825.12 (27) / 827.12 (30) [M+CF3COO+2Na]
+
 689.1476 (689.1463) [M+Na]
+
 1599 5.00 
33 Gd DO3A-pyta- CH3 58 
672.17 (20) / 674.17 (17) [M+H]
+
; 694.15 (82) / 696.15 (100) [M+Na]
+
 
830.13 (17) / 832.13 (22) [M+CF3COO+2Na]
+
 
672.16720 (672.1702) /  
674.16910 (674.1721) [M+H]
+
 
1601 5.05 
33 Tb DO3A-pyta- CH3 59 675.17 (19) [M+H]
+
; 697.15 (100) [M+Na]
+
; 833.13 (20) [M+CF3COO+2Na]
+
 675.1698 (675.1719) [M+H]
+
 1604 5.01 
33 Yb DO3A-pyta- CH3 n.d. 708.16 (10) / 710.17 (71) / 712.17 (100) [M+Na]
+
 708.1612 (708.1627) [M+Na]
+
  5.70 
34’ 
DO3A-pyta-
CH2COOH 
100 563.26 (64) [M+H]
+
; 580.29 (100) [M+NH4]
+
; 602.27 (90) [M+K]
+
 563.2578 (563.2576) [M+H]
+
 1729, 1667 6.02 
34’ Eu 
DO3A-pyta-
CH2COOH 
57 733.14 (43) / 735.14 (49) [M+Na]
+
 ; 755.12 (27) / 757.12 (30) [M-H+2Na]
+
 733.1361 (733.1382) [M+Na]
+
 1602 5.79 
34’ Gd 
DO3A-pyta-
CH2COOH 
57 738.14 (35) / 740.14 (40) [M+Na]
+
; 760.12 (85) / 762.13 (100) [M-H +2Na]
+
 
738.1390 (738.1394) / 740.14090 
(740.1416) [M+Na]
+
 
1601 5.82 
34’ Tb 
DO3A-pyta-
CH2COOH 
57 741.14 (75) [M+Na]
+
; 763.13 (20) [M-H+2Na]
+
 741.1416 (741.1426) [M+Na]
+
 1598 5.80 
34’ Yb 
DO3A-pyta-
CH2COOH 
n.d. 
732.17 (37) / 734.18 (53) [M+H]
+
; 754.16 (52) / 756.16 (70) [M+Na]
+
; 771.19 
(66) / 773.19 (100) [M+K]
+
 
732.1711 (732.1727) 
[M+H]
+
 
1683, 1615 4.61 
35 DO3A-pyta-H 81 
505.3 (19) [M+H]
+
; 527.2 (55) [M+Na]
+
; 543.2 (100) [M+K]
+
 
565.2 (50) [M-H+Na+K]
+
 505.2523 (505.2517) [M+H]
+
 
1732, 1643, 
1623 
4.21 
35 Eu DO3A-pyta-H 56 675.13 (82) / 677.13 (100) [M+Na]
+
 ; 697.12 (28) / 699.12 (35) [M-H+2Na]
+
 675.1306 (675.1330) [M+Na]
+
  1598 3.84 
35 Gd DO3A-pyta-H 55 680.14 (83) / 682.14 (100) [M+Na]
+
; 702.12 (75) / 704.12 (90) [M-H+2Na]
+
 
680.1356 (680.13340) / 682.13540 
(682.1375) [M+Na]
+
 
1598 3.90 
35 Tb DO3A-pyta-H 56 683.14 (100) [M+Na]
+
; 705.12 (94) [M-H+2Na]
+
 683.1361 (683.1371) [M+Na]
+
 1598 3.87 
35 Yb DO3A-pyta-H n.d. 674.17 (26) / 676.17 (42) [M+H]
+
; 696.15 (68) / 698.15 (100) [M+Na]
+
 674.1656 (674.1667) [M+H]
+
 1602 3.67 
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42 DO3A-pytz-H 100 506.25 (54) [M+H]
+
; 528.23 (100) [M+Na]
+
 506.2476 (506.2479) [M+H]
+
 1725 1.25** 
42 Eu DO3A-pytz-H 73 
654.15 (88) / 656.15 (100) [M+H]
+
; 676.13 (75) / 678.13 (87) [M+Na]
+
; 698.11 
(67) / 700.11 (74) [M-H+2Na]
+
 
654.1439 (654.1454) [M+H]
+
 1603 4.61 
42 Gd DO3A-pytz-H 78 659.15 (81) / 661.15 (100) [M+H]
+
; 681.13 (32) / 683.13 (33) [M+Na]
+
 
659.1467 (659.1481) / 661.1486 
(661.1500) [M+H]
+
 1599 4.67 
42 Tb DO3A-pytz-H 75 662.15 (70) [M+H]
+
; 684.13 (56) [M+Na]
+
; 706.12 (100) [M-H+2Na]
+
 662.1494 (662.1514) [M+H]
+
 1606 4.65 
42 Yb DO3A-pytz-H n.d. 
675.16 (30) / 677.17 (50) [M+H]
+
; 697.15 (65) / 699.15 (100) [M+Na]
+
; 719.13 
(55) / 721.13 (83) [M-H+2Na]
+
 
675.16080 (675.1633) [M+H]
+
 1607 3.48 
43 DO3A-pytz-CH3 100 520.26 (83) [M+H]
+
; 542.25 (100) [M+Na]
+
; 564.23 (8) [M-H+2Na]
+
 520.2632 (520.2637) [M+H]
+
 1724 5.49 
43 Eu DO3A-pytz-CH3 63 668.16 (49) / 670.16 (56) [M+H]
+
; 690.14 (87) / 692.14 (100) [M+Na]
+
 668.1596 (668.1609) [M+H]
+
 1606 5.11 
43 Gd DO3A-pytz-CH3 74 673.16 (62) / 675.17 (78) [M+H]
+
; 695.15 (84) / 697.15 (100) [M+Na]
+
 
673.1624 (673.1645) / 675.1643 
(675.1664) [M+H]
+
 
1605 5.20 
43 Tb DO3A-pytz-CH3 72 676.17 (100) [M+H]
+
; 698.15 (43) [M+Na]
+
 676.1651 (676.1666) [M+H]
+
 1606 5.13 
43 Yb DO3A-pytz-CH3 n.d. 689.18 (30) / 691.18 (45) [M+H]
+
; 711.16 (70) / 713.16 (100) [M+Na]
+
 689.17650 (689.1782) [M+H]
+
 1611 3.83 
44 
DO3A-pytz-
CH2COOH 
52 564.25 (100) [M+H]
+
; 602.20 (41) [M+K]
+
 564.2530 (564.2540) [M+H]
+
 1719, 1624 7.52 
44 Eu 
DO3A-pytz-
CH2COOH 
57 712.15 (87) / 714.15 (100) [M+H]
+
; 734.13 (15) / 736.13 (17) [M+Na]
+
 712.1494 (712.1507) [M+H]
+
 1609 5.67 
44 Gd 
DO3A-pytz-
CH2COOH 
54 717.15 (80) / 719.15 (100) [M+H]
+
 
717.1522 (717.1526) / 719.1542 
(719.1547) [M+H]
+
 
1602 5.59 
44 Tb 
DO3A-pytz-
CH2COOH 
56 720.16 (100) [M+H]
+
; 742.14 (M+Na]
+
 720.1549 (720.1567) [M+H]
+
 1602 5.04 
44 Yb 
DO3A-pytz-
CH2COOH 
n.d. 
733.17 (25) / 735.17 (48) [M+H]
+
; 755.15 (68) / 757.15 (100) [M+Na]
+
; 777.13 
(50) / 779.13 (75) [M-H+2Na]
+
 
733.16640 (733.1669) [M+H]
+
 1609 4.01 
* The purity of the complexes were determined by the integration of the complex UV-signal area and ranged from 90 to 100%. 
** The UPLC eluent was here water-0.1% TFA / CH3CN-0.1% TFA. 
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VII.4. First assays to heterobimetallic compounds 
1
st
 approach 
34’/Eu (1.33 mg, 1.87 10-6 mol) was dissolved in methanol (1 mL) in a 10 mL-round-
bottomed flask, with [Re(CO)5Cl] (0.68 mg, 1.87 10
-6
 mol, 1 eq). The mixture was refluxed for 
two days. After evaporation, UPLC (HILIC) and MS (ESI
+
-ToF) were performed on the crude 
product, without any further purification. The same residue was then re-dissolved in tolu-
ene/ethanol (10:1, 1 mL) without adding any Re(I) precursor: the mixture was refluxed for 
one day and the previous analyses were performed again. Finally, [Re(CO)5Cl] (3.4 mg, 9.3 
10
-6
 mol, 5 eq) was added on the crude product before refluxed in toluene/ethanol again. 
UPLC and MS showed the appearance of a new trimetallic compound 34’/Eu/Re/Re. 
Compound tR [min] m/z (ESI
+
) m/z (ESI
-
) 
34’/Eu 5.31 711.14 [M+H]+ - 
34’/Eu/Re 0.99 981.05[M-Cl]+ 1015,05 [M-H]
-
 
34’/Eu/Re/Re 0.67 1251.03 [M-2Cl]+ - 
 
2
nd
 approach 
31 (80 mg, 1.07 10-4 mol) was dissolved in methanol (2.8 mL) and [Re(CO)5Cl] (38.8 mg, 1.07 
10
-4
 mol, 1 eq) was added. The mixture was refluxed for two days. UPLC-MS (C18) analyses 
showed two different Re-compounds, 31/Re-Cl and 31/Re-Br, which weren’t separated nei-
ther by preparative HPLC nor by alumina activated IV column chromatography (dichloro-
methane/methanol, from 98:2 to 95:5). During the HPLC separation, a new compound was 
accidentally synthesized by replacing Cl ancillary ligand by HCOO
-
 ion, 31/Re-OOCH. 
Compound tR [min] m/z (ESI
+
) 
31/Re-Cl 4.67 1051.8 [M+H]+ 
31/Re-Br 5.20 1095.9 [M+H]+ 
31/Re-OOCH - 1061.4 [M+H]+ 
A mixture of 31/Re-Cl and 31/Re-Br (50 mg, 4.76 10-5 mol) was then dissolved in dichloro-
methane (6.3 mL) and TFA (1 mL). The mixture was stirred 36 hours at room temperature, 
then the solvent was evaporated. The yellow powder was analyzed by 
1
H NMR and MS. 
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The complexation of each Ln(III) (Ln = Eu, Gd, Yb) was performed on 10 mg (Eu, Tb) or 15 
mg (Gd) of the hydrolyzed compound, with the previous conditions. 
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VIII. Annexes : ligands synthétisés 
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L’objectif de ces travaux de thèse était la synthèse et l’évaluation de nouveaux agents de 
contraste, potentiellement bimodaux et de nature organométallique. L’imagerie 
multimodale et les systèmes multimodaux sont en effet actuellement en fort 
développement, afin de répondre aux besoins d’une imagerie médicale de plus en plus 
performante pour une détection de pathologies plus précise et plus précoce : concevoir des 
agents eux-mêmes multimodaux apporterait un avantage supplémentaire à de tels 
systèmes. 
Pour réaliser différentes associations bimodales, nous avons opté pour l’utilisation de 
couples de métaux différents (soit deux métaux de transition, soit un ion lanthanide et un 
métal de transition), choisis selon la modalité d’imagerie à laquelle ils peuvent répondre. 
Afin de complexer et stabiliser de tels ions, des structures bichélatantes originales ont dû 
être mises au point, en respectant les besoins de chaque ion métallique choisi, l’ensemble 
devant suivre un cahier des charges précis : 
- Les structures chélatantes doivent présenter un nombre de sites de coordination en 
rapport avec l’ion à complexer (7 à 9 pour les ions Ln(III), selon l’application choisie ; 6 pour 
le technétium(I) et le rhénium(I)) et complexer rapidement et sélectivement les ions choisis. 
- En vue d’une utilisation spécifique à une pathologie, le ligand doit pouvoir présenter un site 
de couplage disponible pour une bioconjugaison éventuelle. 
- Les complexes formés doivent être solubles dans l’eau, stables en solution aqueuse à pH 
physiologique, aussi bien thermodynamiquement que cinétiquement, de manière à ne pas 
relarguer d’ions métalliques potentiellement toxiques. Leur toxicité doit d’ailleurs être 
minimale. 
- Les complexes mono- et bi-métalliques doivent, bien entendu, répondre convenablement à 
la (aux) modalité(s) d’imagerie pour la(les)quelle(s) ils ont été conçus. 
En suivant ces critères, nous avons pu mettre au point deux nouveaux types de 
structures. 
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La première structure est un complexe de rhénium(I) complexé par un ligand pyridine-
triazole pyta, fonctionnalisé par un ester de méthyle, potentiellement bioconjugable. Sur ce 
complexe, un ligand ancillaire pyridinique portant une pince IDA permet la complexation 
d’un ion 
99m
Tc(I) ou de son équivalent non radioactif Re(I). 
La synthèse de la première partie rhéniée se fait via une réaction de chimie Click, la 
CuAAC. Elle permet l’intégration facile, efficace et rapide de la fonction de bioconjugaison. 
Après la complexation du Re(I) et son activation, le couplage du ligand ancillaire chélatant 4-
PyrIDA, étape-clé de la synthèse, a été largement optimisé, grâce à un chauffage par micro-
ondes. Le synthon, avant radiomarquage, est ainsi obtenu en six étapes avec un rendement 
global très satisfaisant, puisque de 34 % (contre 18 % avec un système hybride similaire 
conçu récemment au laboratoire). 
Le radiomarquage au 
99m
Tc(I), ainsi que la complexation de Re(I) pour l’équivalent froid, 
ont permis d’obtenir les deux complexes bimétalliques 7 et 8, dans des conditions douces. 
Les propriétés photophysiques de ces deux complexes sont identiques à celles du synthon 
monométallique correspondant et satisfaisantes pour une potentielle application en 
imagerie de fluorescence in vitro : la complexation d’un second métal sur la pince IDA ne 
change pas les propriétés de luminescence de l’ensemble. 7 et 8 sont ainsi excitables sur leur 
bande 
1
MLCT, centrée sur 321 nm mais s’étendant jusqu’à plus de 400 nm, permettant une 
excitation dans le visible. La bande d’émission depuis les états 
3
MLCT des complexes est 
centrée sur 496 nm et le rendement quantique d’émission est de l’ordre de 1 % en milieu 
physiologique, valeurs relativement élevées pour des complexes de Re(I) de ce type. La 
fluorescence de ce complexe dans des cellules cancéreuses, in vitro, est visible au 
microscope confocal et localisée dans des vésicules non encore identifiées : ces points 
permettent la validation préliminaire du composé en tant que sonde pour l’imagerie de 
fluorescence. D’un point de vue du complexe radioactif 8, sa stabilité en solution avec ou 
sans compétiteur (histidine et protéines du sérum) est bonne au-delà de la période 
radioactive du 
99m
Tc(I), premiers points indispensables à une application potentielle en 
imagerie TEMP. Enfin, les premiers tests de toxicité sur cellules cancéreuses de différentes 
souches sont prometteurs, puisque les IC50 estimées sont toutes supérieures à 300 µM, 
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valeur haute peu fréquemment rencontrée dans la littérature. Cette partie a fait l’objet d’un 
full paper dans Dalton Transactions
1
 et d’un proceeding (faisant suite à un congrès à Kiev
2
) 
dans Journal of Organic and Pharmaceutical Chemistry.
3
 
La deuxième structure présentée est complètement différente et repose sur un 
macrocycle DO3A qui possède un bras bidente aromatique obtenu par chimie Click (motifs 
pyridine-triazole et pyridine-tétrazole), pour une application mono- et bimodale grâce à, 
respectivement, la seule complexation d’un ion lanthanide ou la complexation d’un métal de 
transition et d’un ion lanthanide.  
Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux complexes monométalliques 
d’ion Ln(III). Nous avons synthétisé deux familles de ligands nonacoordinants : les structures 
de type DO3A-pyta-R et de type DO3A-pytz-R, chaque famille contenant trois chromophores 
substitués différemment (R = H, CH3 ou CH2COOH). Les synthèses ont permis d’obtenir la 
première famille en neuf étapes avec un rendement global entre 12 et 21 %, et la seconde 
en cinq à six étapes, avec un rendement entre 3 et 5 %, à optimiser. 
Ces structures chélatantes ont ensuite permis de complexer quatre ions Ln(III) 
différents : Eu(III), Gd(III), Tb(III) et Yb(III). Les complexes d’Yb(III) ont tous révélé en RMN du 
proton une conformation SAP compacte majoritaire, quel que soit le substituant du 
chromophore. Tous les complexes d’Eu(III) et de Tb(III) de ces familles sont luminescents en 
milieu aqueux tamponné, avec des rendements quantiques parmi les plus élevés de la 
littérature et des durées de vie d’émission de luminescence longues : rendements de 13 à 20 
                                                      
1
 A functionalized heterobimetallic 
99m
Tc/Re complex as a potential dual-modality imaging probe: synthesis, 
photophysical properties, cytotoxicity and cellular imaging investigations 
A. François, C. Auzanneau, V. Le Morvan, C. Galaup, H.S. Godfrey, L. Marty, A. Boulay, M. Artigau, B. Mestre-
Voegtlé, N. Leygue, C. Picard, Y. Coulais, J. Robert, E. Benoist, Dalton Transactions, 2014, 43, 439-450 
2
 7
ème
 conférence Kiev-Toulouse, 2-5 juin 2013, Kiev, Ukraine 
3
 Ternary rhenium(I) complexes: from fluorescent reporters to interesting scaffolds for dual-imaging 
heterobimetallic probes 
L. Marty, A. François, T. Krachko, C. Galaup, C .Picard, V.M. Amirkhanov, E. Benoist, Journal of Organic and 
Pharmaceutical Chemistry, 2014, accepted. 
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% avec une durée de vie autour de 1,1 ms pour les complexes d’Eu(III) ; rendements de 58 à 
66 % avec des durées de vie autour de 3 ms pour les complexes de Tb(III). Ces propriétés 
photophysiques montrent que de tels chromophores sensibilisent efficacement les ions 
Ln(III), sans influence marquée, ici, de la substitution de l’antenne. L’ensemble de ces 
complexes est stable en solution aqueuse à pH 7,4 et vis-à-vis de ligand compétiteur fort 
(DTPA). La résistance au photoblanchiment est meilleure dans le cas des complexes Ln(III)-
DO3A-pyta-R (Ln =Eu, Tb). Dans le cas du complexe Eu(III)-DO3A-pyta-H, une 
photomodulation de sa luminescence suivant le pH est apparue et une application en tant 
que sonde à pH est à envisager. 
Dans un deuxième temps, à partir du ligand DO3A-pyta-CH2COOCH3, nous avons réalisé 
les premiers essais de complexation d’ions Ln(III) et de Re(I) en vue d’obtenir une sonde 
hétérobimétallique Re(I)-Ln(III). Les complexations séquentielles de Ln(III) puis de Re(I), ou 
réciproquement, sont encore à améliorer, mais elles ont permis de valider cette approche en 
montrant que synthétiser un tel complexe dinucléaire est possible, dans un sens comme 
dans l’autre. Un premier article sur cette partie est en préparation. 
En conclusion, ces travaux ont permis d’utiliser avantageusement la chimie Click pour 
concevoir rapidement et efficacement deux familles de complexes hétérobimétalliques : la 
première est un outil bioconjugable pour une application en fluorescence/TEMP, la seconde 
est un essai préliminaire pour une utilisation avec différentes bimodalités, mais s’avère déjà 
très prometteuse sous sa forme monométallique monomodale en fluorescence. Les deux 
structures ont en effet montré une réponse satisfaisante aux modalités visées et une bonne 
stabilité en solution, compatible à une application biologique. Un prolongement commun et 
logique à ces deux travaux reste l’évaluation biologique de ces différents systèmes hybrides 
après leur bioconjugaison sur un biovecteur adéquat via la fonction carboxylate/acide 
carboxylique. 


Elaboration de complexes hétérobinucléaires par approche chimie Click pour une 
application en imagerie bimodale 
L’imagerie biomédicale s’est fortement développée au XX
ème
 siècle, avec la mise au point de 
techniques performantes comme l’Imagerie par Résonance Magnétique, la scintigraphie ou encore 
les avancées dans l’imagerie optique. Des améliorations constantes de ces techniques ont conduit il y 
a une dizaine d’années au principe de multimodalité : il s’agit de combiner en une analyse unique 
plusieurs modalités d’imagerie, afin de tirer avantage des points forts de chacune et d’en limiter les 
lacunes, en terme de résolution et de sensibilité. Suivant cette approche, des agents de contraste 
eux-mêmes multimodaux sont actuellement développés. 
Dans cette optique, nous avons tenté de synthétiser des complexes hétérobimétalliques pouvant 
répondre à différentes combinaisons d’imagerie bimodale, grâce à la chimie Click. Nous avons 
également évalué les propriétés physico-chimiques des complexes (propriétés photophysiques  et 
stabilités en milieux aqueux). 
La première structure abordée est une optimisation de précédents travaux
1
 : elle se compose d’un 
complexe de Re(I) stabilisé par un motif pyridine-triazole pyta bidente fonctionnalisé, sur lequel est 
greffée une pince iminodiacétate tridente complexant le 
99m
Tc(I) radioactif. Les études 
photophysiques ont été menées sur l’équivalent froid dirhénié et ont montré d’intéressantes 
propriétés optiques (Φ = 1 %). Les stabilités, ainsi que les premiers résultats de cytotoxicité et de 
pénétration cellulaire, ont révélé une potentielle application en tant que sonde bimodale 
fluorescence/scintigraphie.
2
 
Dans la deuxième famille de structures, un dérivé du cyclène, le 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-
1,4,7-triacétate DO3A, est lié à un motif pyta ou son équivalent tétrazole pytz, pour complexer 
respectivement un ion lanthanide et un Re(I). Les motifs pyta et pytz servent également de 
chromophore pour sensibiliser les ions Ln(III) luminescents. La synthèse des complexes 
monométalliques à base de lanthanides (Eu et Tb) de type Ln-DO3A-pyta ou pytz, a été réalisée dans 
un premier temps et les évaluations photophysiques poussées ont révélé d’excellentes propriétés 
optiques, pour une application biologique in vitro. Dans un second temps, les premiers essais de 
complexation de Re(I) ont montré la possibilité d’obtenir les complexes hétérobinucléaires 
souhaités : les caractérisations complètes et les optimisations sont en cours. 
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